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1. Introduccion

1.1. El colesterol

El colesterol pertenece a un amplio grupo de sustancias denominadas
esteroides. Los esteroides constituyen una clase de lipidos derivados del hidrocarburo
tetraciclico saturado ciclopentanoperhidrofenantreno. Los anillos de ciclohexano
fusionados poseen una conformacion de “silla”, lo cual hace que la estructura del
colesterol sea voluminosa y rigida, con un solo grupo hidroxilo que genera una pequeia
polaridad en un extremo, que lo hace ser una sustancia débilmente anfipatica (Figura
1.1). Sin embargo, parte del colesterol presente en las membranas ha adquirido un
caracter mas hidréfobo a causa de la esterificacion del grupo hidroxilo con un acido

graso (Mathews et al., 2002).

Figura 1.1. (A) Sistema de identificacién de anillos del hidrocarburo tetraciclico saturado
ciclopentanoperhidrofenantreno. (B) Formula estructural del colesterol y sistema de
numeracién de los d4tomos de carbono. (C) Modelo esquelético de colesterol (Mathews et

al., 2002).

1.1.1. Funciones del colesterol

Una de las funciones principales del colesterol es estructural, puesto que se
intercala entre los fosfolipidos de las membranas bioldgicas, contribuyendo al

mantenimiento de su permeabilidad y estabilidad, constituyendo también el 20-25 % de
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los lipidos que forman parte de dichas membranas (Hannaoui et al., 2014). Ademas,

influye en la biosintesis de las membranas y en el crecimiento celular (Yeagle, 1985).

El colesterol juega un papel crucial en la formacién de microdominios llamados
balsas de lipidos (/ipid rafts), regiones claves para sefiales de transduccidn y transmision
sindptica (Tsui-Pierchala et al.,, 2002). De hecho, a pesar de que el cerebro es
aproximadamente el 2-5 % de la masa corporal, es donde reside alrededor del 25 % del
colesterol total, siendo un drgano altamente enriquecido en colesterol contrastdndolo
con el resto de tejidos, que poseen aproximadamente 2 mg de colesterol por gramo de
tejido, en comparacién con los 15-20 mg de colesterol por gramo en el caso del sistema

nervioso central (Dietschy y Turley, 2004).

El colesterol es precursor de una gran variedad de moléculas biolégicamente
activas, como las hormonas esteroideas (hormonas sexuales, glucocorticoides vy
mineralocorticoides) y la vitamina D (Tabas, 2002). Ademas, también es precursor de
acidos biliares (Javitt, 1994) y oxisteroles (Bjorkhem, 2009), moléculas que, como se
detallara mds adelante, participan en la excrecidn y homeostasis, respectivamente, del

colesterol corporal (Figura 1.2).

Ademas, la ruta de biosintesis de colesterol se ramifica hacia la biosintesis de
otras moléculas esenciales no esteroles. Estos intermediarios, que surgen a partir de la
ruta del mevalonato, poseen un papel importante en la modificacidon post-traduccional
de multiples proteinas involucradas en la sefializacién intracelular, esenciales para el
crecimiento y diferenciacién celular, expresiéon de genes, glicosilacion de proteinas y
ensamblaje del citoesqueleto. Algunos ejemplos son el dolicol, hemo A y la coenzima Q

(Buhaescu y lzzedine, 2007; Figura 1.2).
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Acetoacetil-CoA
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Figura 1.2. Ruta de biosintesis de novo de colesterol y productos principales derivados.
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1.1.2. Fuentes de colesterol

El colesterol presente en los tejidos animales posee dos origenes: la biosintesis

enddgena vy la absorcién del colesterol procedente de la dieta.

1.1.2.1. Via endégena

El colesterol es sintetizado por casi todas las células de animales vertebrados,
principalmente en el higado. La primera fase de la ruta, comienza con la condensacién
de dos moléculas de acetil-CoA para dar acetoacetil-CoA. Esta molécula reacciona con
una nueva molécula de acetil-CoA para dar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA),
gue se reduce mediante la enzima HMG-CoA reductasa a mevalonato. La ruta, en la que
participan mds de 20 enzimas, se resume en la figura 1.2 y tiene lugar en el reticulo
endoplasmatico, citoplasma y peroxisomas de las células (Bloch y Rittenberg, 1942;

Faust y Kovacs, 2014).

La enzima HMG-CoA reductasa (EC 1.1.1.88 y EC 1.1.1.34; formas dependientes
de NADH y NADPH respectivamente), que cataliza la reaccion dirigida hacia la biosintesis
del colesterol, es el principal punto de control de toda la ruta (Rodwell et al., 1976).
Como se detallard mas adelante (ver apartado 1.1.6), la sintesis de esta enzima esta

regulada por la concentracion de colesterol presente en la célula.

1.1.2.2. Via exogena

La asimilacién del colesterol presente en la dieta, Unica fuente de este
metabolito en animales invertebrados, se produce en el ser humano en el intestino. La
absorcion de colesterol, entendida como la transferencia de esta molécula desde el
lumen intestinal hasta la linfa, consta de tres etapas: la primera es la solubilizacion
micelar del colesterol (fase intraluminal), la segunda etapa consiste en su transporte a
través de la membrana del enterocito (fase mucosa) y la tercera fase incluye la
esterificacion del colesterol dentro del enterocito y su incorporaciéon en quilomicrones

(fase intracelular; Turley, 2008; Wilson y Rudel, 1994; Figura 1.3).
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Esteres de colesterol de la dieta

1 1
lCoIesteroI esterasa Lumen | Enterocito i Linfa
intestinal i i
Acidos grasos + | Colesterol libre i i
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Sales biliares Fosfatidilcolina i i
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Excrecidn por deposicion

Figura 1.3. Proceso de absorcion de colesterol exdgeno. NOTA: ACAT = acetil-

coenzima A acetiltransferasa, RE = Reticulo endoplasmatico.

Fase intraluminal

El colesterol presente en los alimentos se encuentra en forma de colesterol libre
y de ésteres de colesterol (10-15 %). Esta fraccién de colesterol esterificado debe ser
hidrolizado por la enzima colesterol esterasa (EC 3.1.1.13) secretada por el pancreas,
previamente a su absorcion (Figura 1.4.A). El producto de esta carboxil éster lipasa
pancreatica, el colesterol libre, aunque sigue teniendo una baja solubilidad en medio
acuoso, es capaz de solubilizarse en un complejo esférico formado por fosfolipidos y
acidos biliares de la bilis, denominado micela, lo que permite su interaccién con la

membrana de las células epiteliales del intestino (enterocitos; Ros, 2000).

Las micelas se forman de manera espontanea en el lumen del intestino delgado
cuando se alcanza una determinada concentracion de sales biliares, fosfatidilcolina y
colesterol, y permiten el transporte de moléculas hidrofdbicas (colesterol y otros
esteroles, acidos grasos y monoglicéridos) en el medio acuoso del contenido intestinal
(Igbal y Hussain, 2009). El colesterol incorporado en dichas micelas no solo procede de
la dieta sino también de la bilis, de la propia secrecién intestinal y de la descamacién de

células epiteliales. La solubilizacion micelar del colesterol presente en el lumen intestinal
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permite su difusidon a través de la barrera mucosa que recubre la superficie de las
microvellosidades intestinales (Woollett et al., 2006; Yao et al., 2002). Una vez en esta
localizacién, y tras su disgregacién, los mondmeros de colesterol quedan disponibles

para ser captados por el enterocito.

HZO —

B
1

pc. Col Col.

¥V Colesterol esterasa

2
lisopc. Col- _) Col. Col.

Enterocito

Figura 1.4. (A) Reaccion de hidrdlisis de los ésteres de colesterol por la enzima co erol
esterasa. (B) Efecto de la enzima colesterol esterasa sobre el proceso de absorciun de
colesterol presente en micelas: (1) El colesterol (Col) tiene gran afinidad por las micelas
formadas por fosfatidilcolina (PC), lo que conlleva una menor liberacién de monémeros de
colesterol y, por tanto, menor absorcién de éste. (2) Cuando la PC de la micela es
hidrolizada a lisofosfatidlcolina (LisoPC) mediante la acciéon de la enzima colesterol
esterasa, la micela es mas débil, lo que permite una mayor liberacién de mondmeros de

colesterol (Ikeda et al., 2002).
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Enzima Colesterol Esterasa pancreatica

La enzima colesterol esterasa, secretada por el pancreas, eleva sus niveles en el
duodeno como respuesta a la grasa presente en la dieta, y es ahi donde cataliza la
hidrélisis de ésteres de colesterol a colesterol y acidos grasos. La actividad de esta
enzima es esencial para la absorcién del colesterol que procede de la dieta (Igbal y
Hussain, 2009). A pesar de que, como hemos dicho previamente, sélo el 10-15 % del
colesterol que se ingiere estd esterificado, cuando esta enzima es bloqueada, la
absorcion de este compuesto disminuye un 80 % (Gallo et al., 1984). Este efecto se debe
a que esta enzima no solo actla sobre ésteres de colesterol, sino que también hidroliza
la fosfatidilcolina presente en las micelas en las que se encuentra el colesterol, dando
lugar a lisofosfatidilcolina. Esta modificacion debilita la membrana de la micela y permite
un mayor acceso del colesterol al borde del enterocito, aumentando gracias a ello su

absorcién (Figura 1.4.B; Hamada et al., 2005; lkeda et al., 2002).

Fase mucosa

La segunda fase del proceso de absorcién de colesterol procedente de la dieta,
comprende su paso desde el lumen intestinal al citoplasma de los enterocitos a través
del ribete en cepillo del epitelio. Aunque también existe difusion pasiva del colesterol, la
mayoria de este compuesto y de otros esteroles es transportada de forma activa al
interior del enterocito mediante la proteina Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), situada en
las microvellosidades del enterocito (Davis y Altmann, 2009). Aunque la superficie
intestinal capaz de absorber colesterol es amplia, la mayor parte se produce en el

duodeno y yeyuno proximal (Lammert y Wang, 2005).

Proteina transportadora intestinal Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1)

Los transportadores NPC1L1 son proteinas de membrana implicadas en la
absorcién de colesterol. Poseen un extremo amino terminal conservado y glicosilado, un
dominio detector de esteroles (SSD, Sterol-Sensing Domain) rico en cisteinas, y 13
dominios transmembrana (Figura 1.5; lyer et al., 2005; Wang y Song, 2012). Esta

proteina se encuentra, en elevada concentracién, en la membrana apical de los
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enterocitos (Altmann et al., 2004), aunque también puede encontrarse en estructuras
de membrana intracelulares (Davies et al., 2005). Ademas de en enterocitos, NPC1L1
también se encuentra en células de otros tejidos, como el higado, donde, a pesar de que
se desconoce su funcion exacta, se cree que participa en la homeostasis del colesterol
(Pramfalk et al., 2010).

215 216

Lumen

Citosol

COOH

Figura 1.5. Estructura secundaria de la proteina NPC1L1 humana. La zona
naranja en la regidn transmembrana indica el dominio detector de esteroles
(SSD), los circulos rosas las glicosilaciones, los indicados en rojo mutaciones
responsables de un descenso de la absorcién de colesterol y los circulos verdes

zonas con gran afinidad para unirse al colesterol (Wang y Song, 2012).

El hallazgo de esta proteina de membrana como factor clave en la
internalizacién del colesterol, llegd tras varios estudios infructuosos de inactivacion de
genes sospechosos de estar implicados en la absorcion de colesterol, hasta que Altmann
y colaboradores (Altmann et al., 2004), tras realizar un analisis bioinformatico de genes
expresados en tejido intestinal, con posibles secuencias relacionadas con el transporte
de colesterol, identificaron el transportador NPC1L1. Ademas, observaron una elevada
expresion de este gen en el yeyuno en comparacién con otros tejidos. La importancia del
transportador NPC1L1, en la absorcidn de colesterol en el intestino, se confirmd con un
descenso en dicha absorcidn, hasta aproximadamente un 70 %, en ratones knockout en

este transportador (Altmann et al., 2004; Davis et al., 2004).
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El transporte del colesterol al interior del enterocito comienza con la interaccion
entre el colesterol y la regién SSD de la proteina NPC1L1, produciéndose un cambio
conformacional en el transportador y la internalizacién del complejo NPC1L1-colesterol,
por endocitosis mediada por vesiculas recubiertas de clatrina (Ge et al., 2008). La
clatrina se fija a la membrana plasmatica por medio de proteinas adaptadoras: el
complejo AP-2. Este Ultimo complejo interactia con la clatrina estimulando su
polimerizacion y generando una malla de clatrina que cubre toda la vesicula (Pearse et
al., 2000). Una vez que la vesicula de clatrina se encuentra dentro de la célula, las
proteinas de la cubierta se separan dando lugar a un endosoma temprano sobre el cual
interactua la proteina GTPasa Rab5 (Davies et al., 2005). Dicha proteina participa en la
fusiéon de endosomas tempranos entre si y en el direccionamiento de los endosomas
hasta el endosoma de reciclaje, con la ayuda de microfilamentos de miosina (Figura 1.6;
Ge et al., 2008). Desde el endosoma de reciclaje, el colesterol es enviado al reticulo
endoplasmatico, mientras que el receptor NPC1L1 se recicla volviendo a la membrana
plasmatica a través de un complejo de microfilamentos compuesto por miosina y

diversas proteinas Rab (Chu et al., 2009).
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Figura 1.6. Internalizacién de colesterol mediada por la proteina NPC1L1. La
proteina NPC1L1 sufre un proceso de reciclaje entre la membrana plasmatica
y el endosoma de reciclaje (Endocytic Recycling Compartment), que depende
de los niveles de colesterol extra e intracelular (Ge et al., 2008).
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Fase intracelular

El colesterol captado por el enterocito puede ser devuelto de nuevo al lumen
intestinal por medio de los transportadores ABCG5/G8 (Yu et al., 2002a) o difundir hasta
el reticulo endoplasmatico y ser re-esterificado por la enzima acilCoA:colesterol
aciltransferasa-2 (ACAT-2; Lee et al., 2000). El paso final en el proceso de absorcién de
colesterol es su incorporacién, junto con una pequefia proporcidn de colesterol libre, a
guilomicrones nacientes, en asociacion con triglicéridos y apoproteinas, y su liberacién

al sistema linfatico (Figura 1.3).

1.1.3. Lipoproteinas

Debido a su insolubilidad en medio acuoso, el colesterol es transportado a
través de los fluidos biolégicos formando parte, junto a fosfolipidos y proteinas, de
lipoproteinas. Simplificando, podemos decir que las distintas lipoproteinas ejercen la
misma funcidon que las micelas en el contenido intestinal: permitir el transporte de

colesterol.

Las lipoproteinas son agregados esféricos con una capa externa hidrosoluble que
contiene fosfolipidos, colesterol libre y proteinas de transporte lipidico
(apolipoproteinas o apoproteinas), y una parte interna insoluble con triglicéridos y
ésteres de colesterol. La clasificacion estandar de las lipoproteinas incluye, por orden
creciente de densidad: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, Very
Low Density Lipoprotein), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, Intermediate
Density Lipoprotein), lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoprotein) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density Lipoprotein). Cada tipo de lipoproteina

tiene un tamafio y composicién quimica diferente (Tabla 1.1).

Las distintas lipoproteinas poseen una composicién lipidica distintiva vy
contienen apoproteinas caracteristicas, que intervienen en las interacciones de las
lipoproteinas con los tejidos. En las lipoproteinas humanas se encuentran un total de

nueve apolipoproteinas principales. Sus propiedades se resumen en la tabla 1.2.
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Tabla 1.1. Propiedades de las principales clases de lipoproteinas plasmaticas
humanas (Mead et al., 1986; Vance y Vance, 1985).

Quilomicrones VLDL IDL LDL HDL
. 0,950- 1,006- 1,019- 1,063-
Densidad (g/ml) <095 1,006 1,019 1,063 1,210
Composicién (%)
Proteinas 2 8 15 22 40-55
Triglicéridos 86 55 31 6 4
Colesterol libre 2 7 7 8 4
Colesterol esterificado 3 12 23 42 12-20
Fosfolipidos 7 18 22 22 25-30
A-l, A-ll,
] A-l, A-ll, B-48, B-100, C- B-100, C- C-1, C-I,
Apoproteinas presentes I,C-Il,C- |, C-ll, C- B-100
C-1, C-lly C-llI C-ll,Dy
NyE My E .

Tabla 1.2. Apoproteinas de las lipoproteinas plasmaticas humanas (Mead et al.,
1986; Vance y Vance, 1985).

Apoproteina PM Caracteristicas
A-l 28.300 Proteina principal de las HDL; activa la LCAT
A-ll 17.400 Proteina principal de las HDL
B-48 241.000  Se encuentra exclusivamente en los quilomicrones
B-100 513.000 Proteina principal de las LDL
C-l 7.000 Se encuentra en los quilomicrones; activa la LCAT y la LPL
C-1l 10.000 Se encuentra principalmente en las VLDL; activa LPL
c-1il 9.300 Se encuentra principalmente en los quilomicrones, las VLDL y las
’ HDL; inhibe la LPL
Proteina de las HDL, también denominada proteina de
D 35.000 . .
transferencia de ésteres de colesterol
E 33.000 Se encuentra en las VLDL, LDL y HDL
Nota: PM: peso molecular. LCAT = lecitina:colesterol aciltransferasa; LPL = lipoproteina
lipasa.

Dado que los lipidos tienen una densidad mucho menor que las proteinas, el

contenido lipidico de una clase de lipoproteinas esta inversamente relacionado con su

13



1. Introduccion

densidad. Asi, cuanto mayor es la abundancia de lipidos, menor es su densidad. Es por
ello que altos niveles de LDL estan asociados normalmente a elevada concentracién de

colesterol en sangre.

1.1.4. Transporte de colesterol

Como ya se comentd anteriormente (ver apartado 1.1.2.2), una vez que el
colesterol se encuentra en el interior del enterocito, es llevado al reticulo
endoplasmatico, donde se vuelve a esterificar por la accion de la enzima
acilCoA:colesterol aciltransferasa-2 (ACAT-2; Lee et al., 2000). El colesterol esterificado
es empaquetado en lipoproteinas grandes y esféricas enriquecidas en triglicéridos,
denominadas quilomicrones. La superficie de los quilomicrones, cubierta de una
monocapa de fosfolipidos y colesterol libre, se encuentra envuelta en apoproteina B-48
(apoB-48) y una pequefia porcidn de apoproteina A-1 (apoA-l). Por el contrario, el nucleo
de los quilomicrones se encuentra enriquecido en triglicéridos y ésteres de colesterol
(Hussain, 2014; Wasan et al., 2008). La formaciéon de los quilomicrones implica un
proceso fisicoquimico en el que participa la proteina transferidora de triglicéridos de los
microsomas (MTP, Microsomal Triglyceride transfer Protein). Una vez formados estos
aglomerados lipidicos, son secretados a la circulacidn sistémica a través de la linfa
(Gordon y Jamil, 2000), pasando a la sangre a través del conducto toracico. Es
importante destacar el papel de ACAT-2 y MTP como un paso limitante y clave en la

absorcion de colesterol.

Por otro lado, el colesterol libre presente en el enterocito puede ser transferido
a particulas HDL nacientes (compuestas por apoA-l, fosfolipidos y colesterol libre) a
través del transportador ABCA1 (ATP-Binding Cassette Protein Al). Este proceso es clave
en la homeostasis del colesterol y situa al intestino como uno de los drganos principales

en la biogénesis de particulas HDL (Brunham et al., 2006).

Recapitulando lo explicado hasta el momento, una vez que el colesterol se

introduce en el enterocito mediante el transportador NPC1L1, puede seguir varias vias:
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(1) ser devuelto de nuevo al lumen intestinal mediante los transportadores ABCG5/GS,
(2) salir al torrente sanguineo formando parte de particulas HDL a través del
transportador ABCA1 o (3) ser re-esterificado por la enzima ACAT-2 y salir formando
parte de quilomicrones, mediante exocitosis, al vaso linfatico para posteriormente pasar

a la circulacién general a través del canal toracico (Figura 1.7).

@ Fitoesteroles A Esteresde colesterol
@ Colesterol libre o Fosfolipidos

Vas 2

ABCG5/G8

@ &= i g S
/ A 1S NPC1L1

e ~s.

Golgi ol o

0olg )

/‘ :2,'. oﬁyﬁ
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Quilomicrén Enterocito
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HDLnaciente

Figura 1.7. Posibles vias de salida del colesterol del enterocito: en forma de
colesterol libre al lumen intestinal (via ABCG5/G8) o al torrente sanguineo (a
través de ABCA1) y hacia el sistema linfatico en forma de ésteres de colesterol
incluidos en quilomicrones. NOTA: TG = Triglicéridos; ER = Reticulo

endoplasmatico.

Una vez en la circulacién sanguinea, los quilomicrones interaccionan con
particulas HDL maduras, realizdndose un intercambio entre ambas. Los quilomicrones
ceden fosfolipidos y colesterol libre a estas particulas gracias a la accién de la PLTP
(Phospholipid Transfer Protein; proteina de transferencia de fosfolipidos; Lewis y Rader,
2005), ademas de apoA-I. Por otro lado, las particulas HDL ceden a los quilomicrones
colesterol esterificado, proceso en el que participa la enzima CETP (Cholesteryl Ester
Transfer Protein; proteina de transferencia de ésteres de colesterol; Chung et al., 2004),
ademas de apoC y apoE, aunque este ultimo mecanismo de transferencia no esta del

todo definido (Figura 1.8).
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La funcién principal de los quilomicrones es el transporte de triglicéridos,
principalmente al corazdn, tejido adiposo y musculo esquelético, donde la enzima
lipoprotein lipasa (LPL), localizada en la capa endotelial de dichos tejidos, hidroliza los
triglicéridos presentes en los quilomicrones a acidos grasos y glicerol (Kersten, 2014). Las
apoproteinas apoC y apoA, presentes en los quilomicrones, juegan un papel crucial en la
activacién de dicha lipasa (Feingold y Grunfeld, 2000). Al ir disminuyendo el contenido
en triglicéridos, los quilomicrones disminuyen su tamafo y se enriquecen en ésteres de
colesterol, ademds de ceder gran parte de su contenido en apoC, debido a la actividad
lipolitica de LPL. La nueva particula generada se conoce con el nombre quilomicrén
remanente o quilomicrén residual, y viaja hasta el higado donde es reconocida, a través
de apoE, por los receptores LDL y/o receptores hepaticos LRP (LDL-related-protein) para

llevar a cabo su endocitosis (Figura 1.8; Cooper, 1997).

Triglicéridos
Colesterol

Quilomicrén
naciente

Sistema
linfatico

Quilomicrén
TEJIDOS

EXTRAHEPATICOS
INTESTINO

DELGADO

Lipoproteina
lipasa

Acidos grasos

Receptor LDL
(apoB-100, E)

Glicerol

Quilomicrén

HIGADO remanente

Figura 1.8. Destino metabdlico de quilomicrones (Pertierra et al., 2001). NOTA: en
circulos verdes (P) se representan los fosfolipidos y en rojos al colesterol esterificado.TG

= Triglicéridos.
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Por otro lado, las particulas VLDL desempefian un papel muy parecido al de los
quilomicrones, pero en este caso con los triglicéridos sintetizados en el higado. Su
sintesis se produce en el reticulo endoplasmatico, donde ademas se incorpora en ellas
apoB-100. Posteriormente, en el aparato de Golgi, se incorporan apoproteinas tales
como apoC y apoE (Hossain et al., 2014; Nestruck y Rubinstein, 1976). Por ultimo, ya en
el plasma, iran adquiriendo apoproteinas apoE y apoC-Il a partir de particulas HDL, de
forma similar a lo que sucede en los quilomicrones. Al igual que ocurre en los
guilomicrones, apoC activa la enzima LPL, provocando la liberacién de acidos grasos, que
son tomados por los tejidos periféricos, dando lugar a una lipoproteina cada vez mds
enriquecida en colesterol. Dicha particula se designa como IDL (lipoproteina de densidad
intermedia) e ird perdiendo nuevamente triglicéridos hasta convertirse en LDL
(lipoproteina de baja densidad; Figura 1.9). A pesar de que la mayoria de particulas LDL
derivan de las VLDL, existe una pequefia proporcion de LDL que es directamente
liberada por el higado y también una pequefia porcién de particulas VLDL que son

reabsorbidas por el higado sin ser transformadas en LDL (Havel, 1984).

VLDL
naciente

TEJIDOS
EXTRAHEPATICOS

Lipoproteina
lipasa

Acidos grasos

Glicerol

IDL

HIGADO

<_/

LDL
TEJIDOS EXTRAHEPATICOS

Figura 1.9. Metabolismo de VLDL y formacién de LDL (Pertierra et al., 2001). NOTA: en
circulos verdes (P) se representan los fosfolipidos y en rojos al colesterol esterificado. TG
= Triglicéridos.
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La composicion de las particulas LDL se limita a ésteres de colesterol en su
nucleo y apoB-100 en su revestimiento externo. Dichas particulas se encargan de la
mayor parte del suministro de colesterol a los tejidos periféricos. Para ello, la particula
LDL interacciona con su receptor especifico LDL localizado en la superficie celular y, una
vez que se produce la union entre el receptor LDL y apoB-100, la particula es
internalizada mediante endocitosis mediada por vesiculas de clatrina. Ya en el interior
de la célula, varias de estas vesiculas se fusionan para formar un endosoma, que a su
vez, se fusiona con un lisosoma, con lo que se pone al complejo LDL-receptor en
contacto con las enzimas hidroliticas del lisosoma. El receptor se recicla y vuelve a la
membrana plasmdtica para captar mas LDL, la apoproteina B-100 se hidroliza a
aminodcidos, y los ésteres de colesterol son hidrolizados por la lipasa A o colesterol
esterasa para dar colesterol libre, o bien serdn re-esterificados con acidos grasos y
almacenados en pequefias gotitas en el citosol de las células (Figura 1.10; Goedeke y
Fernandez-Hernando, 2011). La salida del colesterol del endosoma tardio/lisosoma
necesita la intervencién de dos proteinas: NPC1 y NPC2 (Niemann-Pick disease tipo Cly
C2), las cuales son cruciales para el movimiento del colesterol desde el compartimento
lisosémico/endosémico tardio a diversos compartimentos intracelulares (Figura 1.11;
Infante et al., 2008).

El colesterol internalizado ejerce 3 efectos regulatorios: (1) suprime la sintesis
enddgena de colesterol mediante la inhibicidn de la enzima HMG-CoA reductasa, por
represidon de la transcripcién del gen de esta enzima y por induccién de la degradacién
de la HMG-CoA reductasa presente en la célula, (2) activa la acilCoA:colesterol
aciltransferasa (ACAT), fomentando el almacenamiento de los ésteres de colesterol y (3)
regula la sintesis del propio receptor LDL, reduciendo su ARNm (Figura 1.10; Mathews et
al. 2002).
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Figura 1.10. Absorcion de LDL y regulacién del metabolismo celular del

colesterol (Kumar, 2010).

S

Acido
graso Endosoma tardio/lisosoma

’—& NPC2
U Lipasa A

Endocitosis mediante )

receptores LDL “Prﬁﬁvf

Figura 1.11. Trafico celular de colesterol mediado por lisosomas.
A lo largo de todo el sistema de transporte de colesterol, se ha comentado

varias veces la interaccién de particulas HDL tanto con los quilomicrones como con las

particulas VLDL. Las lipoproteinas HDL se sintetizan, como ya se comenté previamente,
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en el intestino, pero también son sintetizadas en el higado, y constituyen un reservorio
plasmatico de apoCy apoE. Ademads, se encargan del transporte de colesterol desde los
tejidos periféricos hasta el higado, proceso que se conoce como transporte reverso de

colesterol.

1.1.5. Transporte reverso de colesterol

Esta ruta, compartida por varias especies de mamiferos (Dietschy et al., 1993),
consiste en la transferencia de colesterol desde los tejidos periféricos hasta el higado,
para posteriormente ser expulsado del organismo mediante excrecién biliar (Lewis y

Rader, 2005).

Los 6rganos generadores de las particulas HDL, higado e intestino
principalmente, secretan particulas HDL pobremente lipidadas (HDL naciente),
compuestas por fosfolipidos y apoA-I. Al ser liberadas al plasma, captan colesterol libre
procedente de los tejidos, que liberan colesterol mediante difusién pasiva o mediante el
transportador ABCA1 (ATP-binding cassette protein, subfamily A, member 1; proteina
cassette de union a ATP tipo Al) presente en todas las células, incluidas los macréfagos
(Lewis y Rader, 2005). La incorporacién de colesterol esterificado a las particulas HDL la
lleva a cabo la enzima LCAT (Lecitin-cholesterol aciltransferasa), activada por la apoA-|
(Rader, 2009). En el torrente sanguineo la enzima LCAT se encuentra preferiblemente
unida a la superficie de las lipoproteinas HDL y convierte colesterol libre en ésteres de

colesterol mediante la transferencia de acidos grasos (Jonas, 2000).

Ademds, como ya se comentd previamente (ver apartado 1.1.4), los
quilomicrones y lipoproteinas VLDL ceden fosfolipidos y colesterol libre a estas
particulas gracias a la accién de la PLTP (Phospholipid Transfer Protein; proteina de

transferencia de fosfolipidos; Figura 1.12).

La incorporacion de colesterol esterificado a la lipoproteina HDL da como

resultado particulas maduras, esféricas y de mayor tamafio, mds organizadas
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estructuralmente y capaces de recibir colesterol de las células a través de un nuevo
canal perteneciente a la familia de las proteinas transportadoras ABC: el ABCG1 (Uehara
y Saku, 2014). Ademas, y como ya se comentd en el apartado anterior, la accion de la
CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein; proteina de transferencia de ésteres de
colesterol), permite la transferencia de ésteres de colesterol desde las particulas HDL a
los quilomicrones, VLDL e IDL. A cambio, las HDL reciben triglicéridos y colesterol no
esterificado (Barter, 2000).

El transporte se completa mediante captacion de las HDL por los receptores SR-
Bl hepdticos, gracias a la interaccidon con la lipasa pancreatica o colesterol esterasa
(Besler et al., 2012). Esta lipasa es responsable de la deslipidacién y remodelacién de las
HDL, que pierden los triglicéridos y fosfolipidos, disocidndose de nuevo en apoA-l y

generando particulas de menor tamafio que iniciaran un nuevo ciclo (Figura 1.12).

apoA-| apoA-|
(lipid-free) (lipid-free)

Nascent HDL
TG-rich
lipoproteins
(e.g. VLDL)
s o — PLTP
Q

& (ABCAT!

VLDL/LDL b4 /
@ -’
LCAT o

\ TG‘m(::/ é/

Peripheral tissues

@ (including lipid-laden
macrophages)
ce ©
—®
CETP Mature HDL

Figura 1.12. Transporte reverso de colesterol (Besler et al., 2012). Nota: BA = acidos
biliares, CE = colesterol esterificado, FC = colesterol libre, PL = fosfolipidos, TG =

triglicéridos.
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Una vez que el colesterol ha llegado al higado y, puesto que el colesterol libre es
potencialmente téxico para las células, es esterificado por la enzima esterol O-
aciltransferasa 2 (SOAT2), que posee el mismo papel que la enzima ACAT2 en el
intestino (Lopez et al., 2014), y es entonces almacenado en gotas lipidicas o destinado a

formar las particulas VLDL, que saldran al sistema circulatorio.

1.1.6. Regulacion de la biosintesis de colesterol

La sintesis de colesterol de novo esta regulada por la concentracion de colesterol
presente en el reticulo endoplasmatico de las células, existiendo una relacidn indirecta
entre la concentracion de esta molécula en el reticulo endoplasmatico y los niveles
plasmaticos de colesterol presentes en las lipoproteinas. Ademds, una elevada ingesta
de colesterol mediante los alimentos conlleva un descenso de la sintesis enddgena de
colesterol (van der Wulp et al., 2013). Esta regulacion se efectua a nivel transcripcional y

modulando la actividad HMG-CoA reductasa.

La regulacion a nivel transcripcional es mediada por la proteina de unidén al
elemento de respuesta a esteroles: SREBP-2 (SREBP, Sterol Regulatory Element-Binding
Protein; Brown y Goldstein, 1997). SREBP-2 se localiza en el reticulo endoplasmatico
(Figura 1.13, Tabla 1.4), donde forma parte de un complejo con otras dos proteinas
reguladoras: SCAP (SREBP cleavage-activating protein, proteina activadora a través de
fragmentacién de SREBP) e Insig-1 (proteina regulada por insulina). El descenso de
colesterol en el reticulo endoplasmatico hace que la proteina Insig-1 se disocie del
complejo SREBP-SCAP, permitiendo a dicho complejo migrar hasta el aparato de Golgi
mediante vesiculas COP Il (Figura 1.13). Una vez que la proteina Insig-1 se disocia del
complejo SREBP-SCAP es degradada y requiere ser sintetizada de nuevo, ademas de
presencia de moléculas de colesterol para volver a unirse al complejo (Goldstein et al.,
2006; Gong et al., 2006). En el aparato de Golgi, SREBP-2 es escindido, secuencialmente
por S1P y S2P (proteasas del sitio 1 y 2, respectivamente) y es entonces cuando SREBP
migra al nucleo celular y actua de factor de transcripcidon uniéndose a SER (elemento

regulador de esteroles), regulando la transcripcion de genes relevantes no sélo en la
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sintesis de colesterol sino también en la homeostasis celular de esteroles, como son el
receptor de lipoproteinas de baja densidad (receptor LDL), la enzima HMG-CoA
reductasa, SREBP-2 y la proteina Insig-1, que se incorpora de nuevo a la membrana del
reticulo endoplasmatico cerrando el ciclo (DeBose-Boyd et al., 1999; Horton et al., 2002;
Yang et al., 2002).

SCAP SREBP
Insig-1 “
Citosol
RE
Lumen
l Descenso de colesterol
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RE Insig-1 — U
Lumen / Nucleo
Proteosoma r COoPlI __\
'l sre >
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o
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Figura 1.13. Activacidén de la sintesis de colesterol de novo.

Otro punto clave de la regulacién de la sintesis de colesterol es la enzima HMG-
CoA reductasa. Dicha enzima contiene un dominio sensible a esteroles al cual se une
lanosterol (primer intermediario ciclico de la ruta de sintesis de colesterol) o el oxisterol
25-hidroxicolesterol, lo que provoca un cambio conformacional, permitiendo la
ubiquitinacién y degradacién de la enzima (Tabla 1.4; Song et al., 2005). Ademas, la
actividad de dicha enzima depende de una via de fosforilacion/desfosforilacion regulada
por las hormonas insulina y glucagdn. La insulina promueve la sintesis de colesterol

mediante desfosforilacion de la HMG-CoA reductasa, mientras que el glucagdn
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promueve la fosforilacion y, por consiguiente, la inactivacidén de dicha enzima (Ness et

al., 1994; Rodwell et al., 1976).

Estudios recientes, sugieren que la enzima escualeno monooxigenasa, que
cataliza la primera etapa de oxigenacién en la conversidn de escualeno a escualeno 2,3-
Epdxido en la ruta de biosintesis de colesterol (Figura 1.2), podria ser un segundo punto
de control de dicha ruta (Gill et al., 2011).

1.1.7. Homeostasis de colesterol

La homeostasis del colesterol integra la sintesis de colesterol de novo y de los
receptores encargados de captar el colesterol desde la circulacién sanguinea, el depdsito
de colesterol en las membranas y secrecién de lipoproteinas, asi como el
almacenamiento intracelular de los ésteres de colesterol y metabolismo de oxisteroles,
acidos biliares y hormonas esteroideas de tal forma que el balance global del organismo
se mantenga estable (Figura 1.14; Tabla 1.3). El proceso esta regulado por factores

enddgenos y exdgenos y depende del tipo de tejido.

Tabla 1.3. Balance de colesterol humano (Cohen, 2008).

Colesterol (g/dia)

Colesterol total en el cuerpo 35 g/70 kg de peso
Balance de colesterol diario
Sintesis de novo 1-1,2
Ingerido mediante la dieta 0,2-0,4
Homeostasis de colesterol
Sintesis de sales biliares 0,4
Via secrecion biliar de colesterol
Como sales biliares 24
Reabsorbido 95 %
Como colesterol 2
Contenido de colesterol en intestino 2,4 (2 via bilis + 0,4 mediante dieta)
Reabsorbido 50 %
Excrecion fecal 1,6 (1,2 colesterol + 0,4 sales biliares)
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CIRCULACION SISTEMICA
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Figura 1.14. Homeostasis del colesterol.

En la figura 1.15 se resume la regulacion del metabolismo del colesterol a nivel
celular, desde la sintesis enddgena de colesterol a partir de acetil-CoA a la captacion de
colesterol circulante mediante los receptores LDL. En respuesta a una concentracion
intracelular baja de colesterol, el complejo SCAP-SREBP se transporta desde el reticulo
endoplasmatico (RE) al aparato de Golgi, para que SREBP sea procesado y se active la
respuesta nuclear (ver apartado 1.1.6), la cual implica la activacion de la ruta de sintesis
endogena de colesterol (promovida por la accion de la enzima HMG-CoA reductasa) y el
aumento de la toma de colesterol circulante por medio de receptores LDL (rLDL). Como
hemos visto previamente, la presencia de rLDL en la superficie celular permite que las
particulas LDL que transportan colesterol y ésteres de colesterol sean reconocidas,
internalizadas y transportadas al interior de la célula por los endosomas/lisosomas, los
cuales reciclan rLDL de nuevo a la membrana plasmadtica mientras que procesan el
colesterol mediante NPC1 y NPC2 para conducirlo finalmente al RE (ver apartado 1.1.4).
Tanto el colesterol sintetizado via enddgena, como el internalizado desde el torrente
sanguineo, es esterificado por la enzima ACAT y almacenado en pequefias gotas

lipidicas.
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Por otro lado, en respuesta a un exceso de colesterol celular se generan
oxisteroles (colesterol oxidado) que, ademds de reducir la sintesis de colesterol
actuando sobre la HMG-CoA reductasa, sirven como ligandos de los receptores
hepaticos X (LXR; Liver X Receptor; Bjorkhem, 2009; Gabbi et al., 2014). Dichos
receptores se encuentran en higado, tejido adiposo, intestino, rifidn y macréfagos, y son
importantes reguladores, a nivel de transcripcién, de genes involucrados en la respuesta
al exceso de colesterol. Una de estas respuestas es el aumento de proteinas ABCA1l y
ABCG1, implicadas en el transporte reverso del colesterol (ver apartado 1.1.5),
promoviendo por tanto la exportacién de colesterol celular mediante apoA-lI y HDL
(Goedeke y Fernandez-Hernando, 2011; Moore et al., 2010). Ademds, y como se
detallara mas adelante, los oxisteroles producto de la oxidacién de colesterol,
promueven la eliminacion de este compuesto a través de la via de excrecion (ver

apartado 1.1.8).
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Figura 1.15. Regulacién del metabolismo celular del colesterol (Moore et al., 2010).
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En este complejo sistema de mantenimiento de la homeostasis de colesterol, el
higado es un érgano clave, puesto que sintetiza colesterol, secreta colesterol mediante
bilis, recibe remanentes de quilomicrones, particulas VLDL, IDL y LDL a través del
receptor rLDL y esta involucrado en el transporte reverso de colesterol (Dietschy et al.,
1993). Sin embargo, estudios recientes revelan un papel importante del intestino sobre
la homeostasis de colesterol, donde el transportador intestinal NPC1L1 (ver apartado
1.1.2.2) no sdlo se limita a la absorcidn de colesterol, sino que parece estar implicado en
el mantenimiento de una concentracién de colesterol estable en el organismo (Sane,
2006). La eliminaciéon del transportador NPC1L1 incrementa la actividad de SREBP
promoviendo la sintesis de colesterol via enddgena y aumentando el nimero de
receptores rLDL (ver apartado 1.1.6), hecho que no sélo se observa en los enterocitos
sino que también ocurre en el higado. Ademas, el déficit en NPC1L1 ocasiona una menor
actividad de la enzima ACAT-2 (acil CoA:colesterol aciltransferasa-2) en los enterocitos
(Pramfalk et al., 2010). Asimismo, la inactivacion de NPC1L1 induce una menor
expresion de SR-Bl (Scavenger Receptor class B type 1), pero sin afectar a ABCG5 vy
ABCGS (proteinas transportadoras que se expresan en la superficie apical del intestino y
promueven la secrecion activa de esteroles desde el interior del enterocito al lumen
intestinal) y CD36 (proteina implicada en el movimiento del colesterol dentro del

enterocito).

La proteina SR-BI se encuentra predominantemente en el higado y en la glandula
adrenal y, en menor medida, también en el intestino delgado, localizandose tanto en la
membrana apical como basolateral de los enterocitos. Su principal funcién es, como se
ha comentado anteriormente, la de receptor de lipoproteinas HDL en el higado. Sin
embargo, no estd definida aun su funcion en el intestino, por lo que la implicacidon de
una menor expresién de SR-BI provocada por un déficit en NPC1L1 no estd clara. Existen
ciertas hipdtesis que apuntan a que esta proteina podria estar implicada en la
internalizacion de ésteres de colesterol en enterocitos (Uittenbogaard et al., 2002),
aunque hay estudios que parecen descartar esta posibilidad (Valasek et al., 2005).
Tampoco parece que SR-Bl esté implicado en la excrecion fecal de colesterol (Bura et al.,
2013), pero puede que esté implicado en la preparacidn de la superficie del enterocito

para la absorcion lipidica en respuesta a un estimulo lipidico tras la ingesta de comida
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(Béaslas et al., 2009) o estar involucrado como sensor de colesterol en la membrana y

activacion de una respuesta intracelular (Saddar et al., 2013).

La participacién de los enterocitos en la homeostasis de colesterol también
responde ante la regulacién mediada por el receptor nuclear LXR, en respuesta a un
exceso de oxisteroles, al igual que en otros érganos. En este caso, ademas de inducir un
mayor transporte reverso via ABCA1 y ABCG1, provoca la activacién de los receptores
LXR en los enterocitos e induce un aumento de las proteinas ABCG5/G8, promoviendo la
salida de colesterol y fitosteroles desde el enterocito al lumen intestinal (Davidson,
2011). Este proceso podria ser la diana de terapias dirigidas a regular la accidn de estos
receptores a nivel Unicamente intestinal, que permitirian reducir los niveles de

colesterol LDL y modificar el metabolismo de las HDL sin afectar al resto del sistema.

1.1.8. Excrecion de colesterol

El colesterol puede salir del organismo mediante dos formas: como esterol
neutro (colesterol y sus metabolitos tras la degradacién por bacterias intestinales) o
mediante la sintesis de acidos biliares y subsecuente excrecidn mediante las heces,

mecanismo mas influyente en la eliminacidn del exceso de colesterol.

La acumulacién de colesterol en el higado, tanto el sintetizado de novo como el
procedente de la circulacidn sanguinea, genera oxisteroles. Los derivados oxigenados
del colesterol actian como ligando del receptor nuclear LXR (receptor X del higado). El
LXR activado estimula la expresidon de la enzima colesterol 7-a-hidroxilasa (CYP7A1;
Tabla 1.4), enzima clave que sélo se encuentra en el higado y que limita la velocidad de
la conversidn hepatica del colesterol en acidos biliares. El colesterol hepatico, mediante
la accién de dicha enzima, da lugar a acidos biliares primarios (dcido quenodesoxicélico y
acido cdlico), los cuales, tras la conjugacién hepdtica con taurina o glicina, son
secretados mediante transportadores tipo ABC (ABCB11 o BSEP) hacia el canaliculo biliar
para almacenarse en la vesicula biliar hasta su salida al duodeno. La expresién del

transportador BSEP se encuentra altamente regulada por el receptor nuclear X
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fernesoide (FXR), sobre el cual, las propias sales biliares actian como ligando (Kubitz et
al., 2012; Soroka y Boyer, 2014).

Una vez que los acidos biliares primarios alcanzan el tracto intestinal se forman
los acidos biliares secundarios (deoxicdlico, litocdlico y ursodeoxicélico) como productos
del metabolismo bacteriano (Monte et al., 2009), y ejercen sus funciones de
solubilizacidn de colesterol evitando su precipitacion, emulsion de lipidos facilitando la
digestidon de los triglicéridos y absorcion intestinal de vitaminas liposolubles. Los acidos
biliares que no son reabsorbidos y transferidos de nuevo al higado, mediante circulacion
enterohepatica, son excretados mediante las heces (Russell, 2009). Debido a ello, el
organismo tiene que sintetizar mds acidos biliares empleando el colesterol como

precursor.

LXR también facilita la salida de colesterol hacia la bilis mediante los
transportadores ABCG5/G8 hepaticos (Dikkers y Tietge, 2010). Por otra parte, el
receptor FXR activa la expresion del gen que codifica el inhibidor del receptor nuclear
SHP (Small Heterodimer Partner). El receptor SHP reprime la activacion de diversos
factores de transcripcién incluidos los LXR, por lo que en humanos, subsecuentemente,

suprime la activacién de la enzima CYP7A1 (Staels et al., 2010; Figura 1.16).
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Figura 1.16. Catabolismo del colesterol a sales biliares

Ademas, en los ultimos afios se ha sefialado la existencia de un mecanismo
mediante el cual el colesterol se transfiere desde la sangre al intestino (TICE, Trans-
Intestinal Cholesterol Efflux), de donde se excreta mediante las heces y que en humanos

supone un tercio de la excrecion fecal de esteroles neutros (Vrins, 2010). El
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descubrimiento de esta nueva via surgid en ratones deficientes en excrecidon de
colesterol mediante bilis, en los cuales la excrecion de colesterol neutro se mantenia
similar entre los ratones knockout y el genotipo silvestre (Kruit et al., 2005). Sin
embargo, aunque no estd del todo claro qué transportadores participarian en esta via,
hay indicios que apuntan a un transportador ABCB1 y al transportador ABCG5/GS,
ambos localizados en la regidn apical de los enterocitos, como excretores de colesterol
desde el interior del enterocito al lumen intestinal (May et al., 2013). No obstante, hay
muchas incégnitas en cuanto a cdmo recibe el enterocito el colesterol desde el torrente

sanguineo.

Tabla 1.4. Principales enzimas implicadas en la homeostasis del
colesterol y su regulacién

Nivel de colesterol en la célula

Enzima
RE N colesterol J colesterol
Lumen Citosol

N

HMG-CoA reductasa - +
e — C

SREBP c_imr‘N - +
ACAT c:{ + _
Colesterol 7-a- . i

hidroxilasa ..«._I.‘

Se muestra la topologia de cada una de las enzimas, con sus extremos
amino y carboxilo terminales y el punto de protedlisis de SREBP (flecha).
El incremento o descenso de actividad en presencia o ausencia de
colesterol se indica con los signos + y — respectivamente. NOTA: RE =

membrana del reticulo endoplasmatico.
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1.1.9. Modelos de estudio del metabolismo del colesterol

La absorcién de colesterol se ha estudiado in vitro empleando lineas celulares
gue muestran las mismas caracteristicas y funcionalidad que el epitelio intestinal in vivo
y con moléculas testigo facilmente detectables que son transportadas de la misma
forma que el colesterol in vivo. Para ello, se emplean formulaciones de lipoproteinas o
emulsiones artificiales de proteinas, para la elaboracién de estructuras que aportan una
configuracion similar a la de las micelas, que permiten la incorporacidon de la molécula

testigo (Kheirolomoom y Ferrara, 2007).

En los ensayos que se presentan en esta memoria hemos empleado un andlogo
estructural del colesterol con propiedades fluorescentes, por lo que en este apartado
nos centraremos en moléculas de este tipo, y que imitan la orientacidn nativa del
colesterol en la membrana. Se pueden distinguir dos grupos de esteroles fluorescentes:
(1) esteroles con fluorescencia intrinseca y (2) colesterol cuya cadena alquilo ha sido
modificada para incorporar un fluoréforo quimico (Figura 1.17). Los pertenecientes al
primer grupo son posiblemente los que mas se asemejan al colesterol, sin embargo
poseen unas propiedades espectroscépicas mas desfavorables en comparacién con los
del grupo 2, que en menor concentracién son mas facilmente detectables (Gimpl y
Gehrig-Burger, 2011). De entre los compuestos de este uUltimo grupo, cabe destacar el
22-NBD-colesterol, ya que incorporado en micelas, muestra un comportamiento tanto
en ensayos in vitro, en células intestinales Caco-2, como in vivo en hamsteres, muy
similar al colesterol en cuanto a cinética de absorcién y metabolismo (Sparrow et al.,
1999). Por esta razon, fue el anadlogo de colesterol seleccionado como molécula testigo

en nuestros ensayos de absorcidn de colesterol.
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Figura 1.17. Ejemplos de andlogos fluorescentes de colesterol.

1.2. Hipercolesterolemia

El colesterol es una molécula muy insoluble y se acumula en los leucocitos que
se depositan en las zonas de lesidn sobre las paredes internas de las arterias. Si las
concentraciones de colesterol son demasiado elevadas, para su posterior eliminacién
hacia el torrente sanguineo, estas células quedan repletas de depdsitos grasos que luego
se endurecen, formando una placa, proceso denominado aterosclerosis. Dicho proceso

puede obstruir vasos sanguineos y producir infartos de miocardio.

La organizacion mundial de la salud (OMS; WHO, World Health Organization) ha
predicho que, en 2030, las enfermedades cardiovasculares serdn de las principales
causas de muerte, afectando aproximadamente a 23,6 millones de personas en el
mundo (WHO, 2009). La hipercolesterolemia contribuye al 45 % de los ataques al
corazén en la Europa occidental y al 35 % en el centro y este de Europa (Kumar et al.,
2012; Yusuf et al., 2004). El riesgo de un ataque al corazdn es tres veces superior en

casos de hipercolesterolemia si se compara con un perfil lipidico normal.

Ademas de la genética, diversos factores fisioldgicos (edad, obesidad, velocidad

de transito intestinal y capacidad detergente de los acidos biliares en la circulacién

32



1. Introduccion

hepatica) y dietéticos (tipo y cantidad de grasa, carga de colesterol o fitoesteroles y
cantidad de fibra) ejercen una influencia variable sobre la eficiencia en la absorcién de
colesterol en el intestino. Por ello, la OMS sefiala que dietas no saludables, como las
ricas en grasas, sal y azUcar y bajas en carbohidratos, frutas y vegetales aumenta el
riesgo de enfermedades cardiovasculares. Los tratamientos para reducir los niveles de
colesterol implican reducir el consumo de grasas mediante la dieta, ejercicio regular y
terapia con farmacos. Hay varios agentes farmacoldgicos que reducen de manera
eficiente los niveles de colesterol. Sin embargo, en general, son caros y no se conocen

completamente los efectos secundarios que pueden producir (WHO, 2003).

Como ya se ha comentado anteriormente (ver apartado 1.1.2.2), la absorcién de
colesterol exdgeno es un proceso complejo, pero se considera que su inhibicidn es la
mejor estrategia terapéutica para reducir los niveles de colesterol en suero y, por
consiguiente, para reducir el riesgo cardiovascular. El paso mas critico de todo el
proceso se centra en el transportador NPC1L1, puesto que se ha visto que ratones que
carecen de dicho transportador muestran un 70 % menos de absorcién de colesterol
(Altmann et al., 2004; Davis et al., 2004). Proteinas como SR-BI (Altmann et al., 2002),
ABCA1 (Groen et al.,, 2001) y CD36 (Nauli et al., 2006), aunque son importantes en el
proceso de absorcidon de colesterol, no han demostrado ser una diana tan eficiente
como NPC1L1 en ensayos destinados a inducir un descenso de la absorcion de colesterol

intestinal.

1.2.1. Tratamientos de la hipercolesterolemia

Los farmacos mas utilizados para reducir los niveles de colesterol son las
estatinas, que actlan sobre la sintesis enddgena de colesterol (ver apartado 1.1.2.1). No
obstante, como ya se ha comentado anteriormente, el intestino delgado contiene
numerosos transportadores y receptores nucleares que modulan la homeostasis del
colesterol (ver apartado 1.1.7), jugando un papel determinante en la regulacion de la

concentracién sanguinea de esta molécula, lo que convierte al intestino en un blanco
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claro para modificar el riesgo cardiovascular asociado a una alta concentracién de

colesterol plasmatico.

Por una parte, cada vez se realizan mds estudios con compuestos que interfieren
en la fase mucosa de absorcidon de colesterol, como son el medicamento ezetimiba o
compuestos naturales como los fitoesteroles. Por otro lado, un tercio de todo el
transporte reverso de colesterol involucra al intestino delgado. En este sentido, terapias
que regulen los receptores LXR en el intestino podrian reducir la absorcion de este
compuesto, y ademds aumentar el transporte reverso de colesterol a través de un
incremento en la expresion de ABCA1 (transportador encargado de liberar particulas
HDL nacientes desde el enterocito al plasma sanguineo). Adem3s, se estan estudiando
otros puntos clave en el proceso de absorcidn del colesterol, como por ejemplo la
colesterol esterasa, diana para el desarrollo de agentes hipocolesterolémicos, donde se
estdn buscando moléculas que ocupen el sitio de unidon de esteroles de esta enzima,
como estructuras aromaticas o cadenas carbamilo de entre 6 y 7 carbonos, entre otras
(John et al.,, 2013). Inhibir enzimas como la ACAT-2, puede suponer un marcado
descenso de colesterol, en forma de quilomicrones, que pasa a la linfa, ademas de
promover el transporte reverso del colesterol (Repa et al., 2004). La inhibicién de esta
enzima es el objetivo de distintos estudios llevados a cabo con diversos extractos
naturales (Lee et al., 2006; Lee et al., 2008). Otra enzima clave en la absorcidn intestinal
de colesterol procedente de la dieta es la MTP (Microsomal Triglyceride Transfer
protein), enzima que participa en la formacién de quilomicrones y sobre la que se estan

probando nuevos farmacos para conseguir reducir su actividad (Raper et al., 2015).

1.2.1.1. Tratamientos farmacolégicos

Tratamientos con estatinas

Las estatinas, inhibidores de la HMG-CoA reductasa, se han utilizado con éxito
desde finales de 1980 para inhibir la sintesis de colesterol y reducir la mortalidad
cardiovascular (Armitage, 2007). La reduccidn del colesterol sintetizado en el higado,

provocada por las estatinas, se compensa en el organismo mediante la sintesis de
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receptores LDL, que se encargan de captar mds colesterol plasmatico, reduciendo de

esta forma la concentracién en sangre de estas lipoproteinas (Figura 1.10).

Algunas estatinas (pravastina) parecen inhibir preferentemente la sintesis en el
higado y el intestino (90%). Otras estatinas (lovastina) muestran una inhibicion
generalizada de la sintesis de colesterol. Estatinas mas recientes como la pitavastatina,
con un perfil metabdlico distinto, muestran una reduccién en la incidencia de efectos
adversos como mialgias y miopatias (Maron et al., 2000). Ademas, se estan disefiando
nuevos farmacos que inhiben la sintesis de colesterol en diferentes niveles de la via,
como por ejemplo los inhibidores de la escualeno sintasa (Figura 1.2). No obstante,
estos inhibidores no tienen como diana pasos limitantes de la sintesis de colesterol, y
por esta razdn, no parecen reducir de forma efectiva la sintesis de colesterol. Por ello no

son considerados eficaces como monoterapia a dosis tolerables.

Por otro lado, la eficacia de las estatinas en el tratamiento de Ia
hipercolesterolemia ha mostrado cierta variabilidad, que puede deberse a muchos
factores, tanto genéticos como ambientales vy fisioldgicos, sin olvidar que la complejidad
de los procesos implicados en la homeostasis de colesterol y su regulacion, hace que sea
dificil prever la respuesta fisioldgica ante un descenso en la sintesis de novo de
colesterol (Betters y Yu, 2010).

Secuestradores de acidos biliares

Algunas resinas de intercambio idnico como la colestiramina, colestipol,
colestimida o colesevelam, pueden emplearse como agentes hipocolesterolémicos
gracias a su capacidad de unirse a acidos biliares en el intestino, formando un complejo
insoluble que es excretado mediante las heces. De modo que inhiben la absorcién de
colesterol mediante dos formas, por un lado impiden la formacion de micelas vy, por
otro, impiden la reabsorcion de sales biliares obligando al organismo a restablecer los
acidos biliares empleando el colesterol como precursor (Herrema et al., 2010; Suckling
et al., 1991). Estos compuestos actian como antagonistas del receptor X fernesoide

(FXR), induciendo un incremento en la actividad de la enzima colesterol 7-a-hidroxilasa,
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promoviendo la sintesis de acidos biliares y aumentando la produccion de receptores
LDL (Tu et al., 2000).

Ezetimiba

La ezetimiba, marca registrada como Zetia, es un inhibidor selectivo del
transporte del colesterol (tanto del procedente de los alimentos como de origen biliar) y
fitosteroles, a través de la membrana de los enterocitos debido a su elevada afinidad
por el transportador de membrana NPC1L1 (Figura 1.18; Altmann et al., 2004; Garcia-
Calvo et al., 2005; Ge et al., 2008; Temel et al., 2007).

OH
OH

I,l

F 0 N

Figura 1.18. Estructura quimica de ezetimiba

El mecanismo de inhibicién exacto no se conoce del todo, aunque algunas
investigaciones parecen indicar que la ezetimiba produce un cambio conformacional en
la proteina NPC1L1 que hace que el colesterol no pueda unirse a dicha proteina, o
previene la interaccion entre la clatrina y el complejo AP-2 impidiendo la internalizacion
del complejo NPC1L1-colesterol (Figura 1.6; Ge et al., 2008). El efecto inhibitorio sobre la
absorcion intestinal de colesterol se ha demostrado tanto en ratones (Altmann et al.,
2004) como en humanos (Sudhop et al., 2002). Aunque algunos trabajos indican que un
tratamiento combinado de ezetimiba con estatinas puede ser efectivo en el tratamiento
de la hipercolesterolemia (Sudhop et al., 2009), otros indican que dicha combinacién no
afecta a la progresion de la placa aterogénica en casos de aterosclerosis asociada a

hipercolesterolemia (West et al., 2011).

La inhibicion de absorcién mediada por ezetimiba es selectiva para el colesterol

y fitoesteroles, de modo que no afecta a la absorcidn de acidos grasos, acidos biliares,
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vitaminas liposolubles u otras moléculas esteroides, como estrégenos y progesterona
(van Heek et al., 2001), aunque si podria verse afectada la absorcién de vitamina E (a-
tocoferol; Narushima et al.,, 2008). No tiene efecto sobre la actividad de enzimas
pancreaticas, a diferencia del orlistat (inhibidor de lipasa pancreatica, que reduce la
absorcién de colesterol, presumiblemente porque lo atrapa en una fase oleosa
intraluminal impidiendo su acceso a las micelas) ni sobre la solubilizacion micelar del

colesterol como las resinas de intercambio iénico (van Heek et al., 2001).

Algunos estudios llevados a cabo con ezetimiba indican que este compuesto
también podria alterar la secrecién de colesterol a través de las proteinas ABCG5/G8
(Jakulj et al.,, 2010), pero que tendria un mayor impacto sobre todo en los
transportadores ABCG5/G8 del higado, lo que afectaria a la via de transporte reverso del
colesterol promoviendo su secrecion biliar. Este efecto, junto con la inhibicidn de
absorcién a través del transportador NPC1L1 en el intestino, podria explicar la reduccién
en los niveles de colesterol plasmatico asociada al consumo de este medicamento

(Altemus et al., 2014).

1.2.1.2. Tratamientos naturales

Esteroles y estanoles vegetales

Los esteroles y estanoles vegetales (fitoesteroles/fitoestanoles) son compuestos
estructuralmente similares al colesterol. Los fitoesteroles tienen un doble enlace en
posicion 5, mientras que los fitoestanoles no tienen este doble enlace (Figura 1.19). Al
no poder ser sintetizados por los humanos siempre provienen de la dieta mediante
productos alimenticios como cereales integrales, frutos secos, semillas, aceites o
suplementos dietéticos (Gylling et al.,, 2014). Los ejemplos mas utilizados son el

sitosterol y el campesterol.

37



1. Introduccion

Esteroles

Figura 1.19. Formula estructural de los esteroles y estanoles vegetales.

Estos compuestos son absorbidos en el intestino de una forma notablemente
menos eficiente que el colesterol. Ademas, una vez absorbidos por el enterocito, no son
esterificados por la enzima ACAT-2, o lo son muy pobremente (Temel et al., 2003), por lo
que su principal destino es ser transportados de nuevo al lumen intestinal a través del

transportador ABCG5/G8 (Yu et al., 2002b).

El mecanismo de accion a través del cual los fitoesteroles y fitoestanoles
reducen los niveles de LDL no estd del todo establecido. Existen varias hipdtesis como la
formacidn de cristales insolubles con el colesterol, interaccidn con enzimas digestivas,
regulacion de la expresion de LXR produciendo un aumento de los transportadores
ABCG5/G8 o competicidn con el colesterol por ser sustrato de la enzima ACAT-2 (Field y
Mathur, 1983; Kaneko et al., 2003). Sin embargo, la hipdtesis que parece tener mas
fuerza es la competicion con el colesterol, para solubilizarse en las micelas en el lumen
intestinal, bloqueando el acceso del colesterol a la superficie de las micelas y reduciendo
su solubilizacién (Jesch y Carr, 2006). Como ya se ha comentado, su formula quimica es
similar a la del colesterol, compartiendo el mismo nucleo, pero siendo los fitoesteroles
mucho mas lipofilicos debido a la complejidad de su cadena lateral, lo que les da mayor

afinidad por el taurocolato que compone las micelas.

Galato de epigalocatequinas

Uno de los potenciales beneficiosos sobre la salud del té verde es su capacidad

de modificar los parametros lipidicos en sangre. Esta capacidad se atribuye a los
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polifenoles que posee, como las catequinas, que comprenden el 80 — 90 % de los
polifenoles encontrados en el té verde (Kim et al., 2011). Uno de los compuestos que
tiene efecto hipocolesterolémico es el galato de epigalocatequina, EGCG (Kirana et al.,
2005), gracias a la capacidad que tiene de reducir la solubilidad del colesterol en las
micelas artificiales debido a su dominio hidrofébico (Figura 1.20). Su efecto se ha
comprobado en animales de experimentacién, demostrando una disminucién de la

hipercolesterolemia en ratas (lkeda et al., 2003).

OH
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Figura 1.20. Estructura quimica del

galato de epigalocatequina, EGCG.

1.3. Probioticos

Como ya se ha comentado anteriormente, la hipercolesterolemia esta marcada
por altos niveles de LDL en suero y representa uno de los mayores factores de riesgo de
sufrir enfermedades coronarias. Aunque existen farmacos efectivos para reducir los
niveles de colesterol, generalmente son caros y pueden tener efectos secundarios
adversos. Por este motivo, existe la necesidad de buscar productos alimenticios
naturales, libres de las caracteristicas negativas mencionadas, capaces de reducir los
niveles de colesterol en plasma; y los microorganismos probidticos pueden ser una

opcién para cubrir esta necesidad.
Los probidticos se definen como microorganismos vivos que ingeridos en una

determinada concentracion poseen un efecto beneficioso sobre el hospedador

(FAO/OMS, 2002). Estos organismos ya se emplean en inmunomodulacién, modificacion
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de la microbiota intestinal y otros efectos metabdlicos y terapéuticos (Figura 1.21;
Anandharaj et al., 2014, Lye et al., 2009; Parvez et al., 2006; Scholz-Ahrens et al., 2007;
Songisepp et al., 2004). Como se muestra en la figura 1.21, también se han realizado
estudios con probidticos que muestran la capacidad de reducir los niveles de colesterol
en suero, principalmente a través de la acciéon de sus enzimas hidrolasas de sales

biliares, que ejercen un efecto similar al obtenido con los secuestradores de acidos

biliares.
Eg. antibiotic Support digestive Prevention of irritable Eg. traveler’s
associated diarrhea process bowel syndrome diarthea
Prevention of e ’ Prevention of
endogenous pathogen N exogeno%s pathogen
Intestinal microbial [ Pref-'enf:ion o)? ]
Improve resistance compaesition / urogenital infection
to allergies Synthesis of vitamins
(Bs, Bg, Byg)
Stimulate the / \ ._
innate immunity ™ Immunomodulation —{ Probiotics Therapeutic effects
T | — [ Prevention of ]
\ rotaviral diarrhea
Prevent respiratory )
diseases Metabolic effects Drevent skin
S problems
Lower the toxigenic I -

Bile salt dec;onju.gation ‘

‘ (bile salt hydrolase) /mutagenic reaction in gut Enhance calcium
Lactose hydrolase T metabolism

I . Anticarcinogenic ~ )
Improve lactose [ Cholesterol reduction ] et :se‘m [ Prevent osteoporosis
digestion ty

Figura 1.21. Efectos beneficiosos postulados de los probiéticos sobre la salud

(Anandharaj et al., 2014).

1.3.1. Generalidades de los probidticos

La mayoria de bacterias probidticas pertenecen a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium (Figura 1.22), siendo muchas de ellas consideradas seguras y calificadas

como QPS (Qualified Presumption of Safety) por el comité cientifico de la EFSA (EFSA,
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2012). Las caracteristicas basicas de estos dos géneros bacterianos se resumen en la
tabla 1.5 (Gomes y Malcata, 1999; Sanchez et al., 2012).

Tabla 1.5.

Dominio Bacteria

v v
Filum BXIIl Firmicutes Filum BXIV Actinobacteria
Clase Il Bacilli Clase | Actinobacteria

Subclase V Actinobacteridae

Orden Il Lactobacillales Orden Il Bifidobacterales
Familia Lactobacillaceae Familia Bifidobacteriacea
Género Lactobacillus Género Bifidobacterium

Figura 1.22. Clasificacion de los géneros Lactobacillus y

Bifidobacterium en los taxones superiores del dominio Bacteria.

Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de Lactobacillus spp. vy

Bifidobacterium spp. (Madigan et al.,2004; Prasanna et al., 2014).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
Tincidon de Gram Positiva Positiva
Bacilos pequenios,

Morfologia Bacilos frecuentemente corineformes

enY,VoX
Pared celular Peptidoglicano tipo Lisina-D- Peptidqg.licano.qnido a

Asparagina ornitina o lisina

Temperatura 30-40 °C 37-41°C
pH pH 5,5-6,2 pH 6-7
Tolerancia al oxigeno Anaerobios aerotolerantes Anaerobios*
Productor acido lactico DylL L
Contenido GC 32-53 % 55-67 %

Homofermentativo

Metabolismo de azlcares Heterofermentativo

(la gran mayoria)

*con diferentes grados de tolerancia al oxigeno dependiendo de la especie
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1.3.2. Seleccion de bacterias con capacidad probidtica

Aunque tradicionalmente se ha recomendado que las cepas probidticas sean
aisladas de la misma especie donde se vayan a aplicar, por el hecho de que son cepas
gue se encuentran en el organismo de forma natural, la seleccion de bacterias
probidticas se realiza en base a criterios microbiolégicos generales como seguridad,

aspectos funcionales y tecnolégicos.

1.3.2.1. Resistencia a antibioticos

Se deben descartar bacterias con resistencia a antibidticos y ciertas actividades
metabdlicas que conlleven efectos adversos en el consumidor, como la produccién de
toxinas o actividad hemolitica. La resistencia a antibidticos es de los campos mas
estudiados en cuanto a seguridad de los probidticos. Las bacterias pueden poseer una
resistencia intrinseca o debida a una mutacién no transmisible, ambos casos no suponen
un riesgo para el consumidor. Sin embargo, son las resistencias adquiridas mediante
adicion de genes las que pueden suponer un riesgo para la salud global, debido a la
posibilidad de que la dotacion genética responsable de dichas resistencias pueda ser

transferida a microorganismos patégenos (Bernardeau et al., 2008).

1.3.2.2. Aspectos funcionales

Existen diversos aspectos funcionales a tener en cuenta a la hora de seleccionar
bacterias probidticas: la capacidad de sobrevivir al proceso de digestidn gastrointestinal,
marcada por la acidez del jugo gastrico y la concentracion de sales biliares; la capacidad
de adherirse a la mucosa intestinal, que depende de la cepa y del sustrato disponible
(como por ejemplo las mucinas); la interaccion con patdgenos y otras bacterias
comensales, debido a la competicidn por los nutrientes; y la habilidad de estimular el

sistema inmune del hospedador.
Algunas de estas caracteristicas son intrinsecas a las distintas cepas bacterianas.

Sin embargo, la capacidad de resistir el efecto tdxico que exhibe la bilis secretada en el

duodeno, puede ser modulada en algunas especies bacterianas. Los lactobacilos vy

42



1. Introduccion

bifidobacterias poseen mecanismos de defensa para resistir la accién deletérea causada
por este compuesto (Kurdi et al., 2006). Aunque la tolerancia a la bilis es especifica de
cepa, algunas cepas pueden desarrollar una adaptacion a estos compuestos (Burns et
al., 2010), lo que permite seleccionar microorganismos con caracteristicas especificas
(Chou y Weimer, 1999): expresidon de transportadores que compensan el flujo de sales
(Ruiz et al., 2012), expresion de hidrolasas de sales biliares (Lambert et al., 2008) o
cambios en la arquitectura y composicidon de la membrana y pared celular (Taranto et
al., 2003).

1.3.2.3. Aspectos tecnoldgicos

Entre los aspectos tecnolédgicos que hay que tener en cuenta para seleccionar
cepas probidticas destacan la capacidad de ser cultivadas facilmente, resistir procesos
industriales agresivos, mantener viabilidad celular en distintas matrices y durante
periodos largos de tiempo, exhibir buenas propiedades organolépticas y no poseer

bacteriéfagos activos o ser resistentes a infeccidn por los mismos.

Un aspecto del empleo de bacterias probidticas que estd adquiriendo
importancia en los Ultimos afios es el estudio de los efectos sobre la salud del
consumidor de las bacterias inactivadas mediante diversos tratamientos o el uso de los
metabolitos producidos por éstas. Existen evidencias de que bacterias no viables tienen
gran potencial para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, alergias, colitis e
hipercolesterolemia (Adams, 2010; Ouwehand vy Salminen, 1998; Taverniti y
Guglielmetti, 2011). En este sentido, algunos estudios in vitro y en animales de
experimentacion han demostrado efectos comparables sobre la respuesta inmune de
cepas probidticas vivas y tras ser inactivadas (Ouwehand y Salminen, 1998; Rodriguez-
Nogales et al., 2015). Se ha observado también que bacterias muertas pueden adherirse
a receptores especificos del endotelio y estimular el tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT, Mucosal-Associated Lymphoid Tissue; Adams, 2010). La capacidad de estos
microorganismos de mantener algunas propiedades incluso en forma de células no
viables se relaciona con caracteristicas especificas de la pared celular (Jensen et al.,
2010), componentes de los acidos teitoicos (Matsuguchi et al., 2003) y proteinas de la

capa S (Konstantinov et al., 2008).
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Hay que destacar, sin embargo, que distintos tratamientos no afectan por igual a
distintas estirpes bacterianas, dando lugar a diferentes respuestas (Ouwehand et al.,
2000; Safiudo et al.,, 2016). Aun asi, las ventajas tecnoldgicas que presentan los
probidticos inactivados, como una mayor vida util, sencillez en el transporte y
almacenamiento, e incluso mejoras en cuanto a su seguridad, hacen muy atractivo

explorar el empleo de nuevas cepas o nuevas aplicaciones en este campo de estudio.

1.3.2.4. Busqueda de actividades bioldgicas en cepas probidticas

Las ventajas que generalmente se asocian al empleo de probidticos como
ingrediente activo terapéutico han hecho que, durante los ultimos afios, la investigacion
en este campo haya generado informacidn sobre un gran nimero de cepas probidticas
distintas y sobre multitud de posibles aplicaciones. Aun asi, la investigacién en el campo
de los probidticos, encaminada a la busqueda de nuevas cepas y/o actividades bioldgicas
de interés, presenta el inconveniente de un numero limitado de microorganismos
disponibles, frente a los miles de muestras que normalmente componen las colecciones
de compuestos quimicos empleados en programas farmacéuticos de screening (Huggins
et al., 2011).

En nuestro caso, los ensayos que se presentan en esta memoria se han llevado a
cabo empleando una coleccion de muestras seleccionadas a partir de cepas bacterianas
procedentes de 3 origenes diferentes: leche de vaca, leche humana y sub-productos de
la industria alcoholera. Partiendo de aproximadamente 200 perfiles diferentes de RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA) se seleccionaron 21 cepas teniendo en
cuenta su supervivencia a pH acido (hasta pH 3) y presencia de sales biliares (0,15 % en
el medio de cultivo), su adhesiéon a mucinas, su capacidad antimicrobiana (frente a
Staphylococcus aureus) y sus capacidades inmunoestimulante e inmunomoduladora
(Diaz-Ropero et al., 2007). Ademas, se afnadieron a la coleccion, cepas bacterianas con
capacidades probidticas ya reconocidas en diversos estudios, como Lactobacillus
coryniformis CECT 5711 y Lactobacillus gasseri CECT 5714 (Lara-Villoslada et al., 2007,
Olivares et al., 2006), Lactobacillus fermentum CECT 5716 (Martin et al., 2005) y
Lactobacillus salivarius CECT 5713 (Martin et al., 2006). Por ultimo, completamos la

coleccidon con otras cepas estudiadas en Biosearch, S.A. en el marco de otros proyectos.
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Es el caso de Lactobacillus salivarius CECT 7261, Lactobacillus reuteri CECT 7260 y
Bifidobacterium breve CECT 7263.

En conjunto, dispusimos de 28 cepas bacterianas, caracterizadas en cuanto a
algunas propiedades consideradas positivas en microorganismos probidticos,
parcialmente en algunos casos. Ensayos previos realizados con la misma coleccion
bacteriana han demostrado que la diversidad funcional de dichos microorganismos
podia ser incrementada mediante el procesamiento de cada microorganismo mediante
tratamientos fisico-quimicos (Safiudo et al., 2016). Por este motivo, finalmente,
empleamos una coleccion de 336 muestras formadas por microorganismos viables,
inactivados mediante distintos medios y por metabolitos derivados. Las caracteristicas
de esta coleccidon se detallardn mas adelante (ver apartado 3.5 de “Materiales y
Métodos”).

1.3.3. Probiodticos para el tratamiento de la hipercolesterolemia

Los primeros datos sobre la influencia del consumo de probidticos sobre el perfil
lipidico plasmatico en humanos pertenecen a los trabajos de Shaper y Mann, que
observaron que una gran cantidad de ingesta de leche fermentada por los hombres de
las tribus Samburu y Masai en Africa les permitia tener unos niveles bajos de colesterol
en sangre (Mann y Spoerry, 1974; Shaper et al., 1963). Desde entonces, se han realizado
multitud de ensayos in vivo en los que se ha visto que ciertos probidticos tienen la

capacidad de reducir las concentraciones de colesterol en suero (Tabla 1.6).

Muchos estudios han empleado ratas, ratones, hamster, cobayas y cerdos como
modelos similares a los humanos en términos del metabolismo del colesterol y acidos
biliares, distribucion lipoproteica del plasma y regulaciéon de enzimas hepaticas. Estos
animales también muestran una anatomia digestiva y fisioldgica, unos requerimientos
nutricionales, disponibilidad y absorciéon y procesos metabdlicos similares a los
humanos. El efecto beneficioso del consumo de algunas cepas probidticas, observado en

modelos animales, ha sido corroborado también en estudios clinicos llevados a cabo en
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seres humanos (Tabla 1.7). Es por ello que varias compafiias han desarrollado vy

comercializan productos probidticos recomendados para

reducir

los niveles de

colesterol en sangre (Tabla 1.8), a pesar de que su eficacia no haya sido reconocida por

la EFSA (Binnendijk y Rijkers, 2013). En este trabajo, hemos confirmado la capacidad de

al menos una cepa de las contenidas en el producto Primacol® de hidrolizar sales

biliares, tal y como informa su fabricante, siendo empleada como control positivo en

algunos de los ensayos que se presentan en la memoria.

Tabla 1.6. Efecto de probidticos sobre el perfil lipidico en diversos modelos

animales.
Cepa Dosis Dias Resultado Accion Ref
Rata Sprague-Dawley
LCT (20 %)
B. longum BL1 2-10° ufc/d* 21 JLDL (40 %) 1
JTG (10%)
s . TG (18,11 %)
L. plantarum NS5 2-10° ufc/d 42 JLDL (33,33 %) HMG 2
Cerdo Yorkshire
) , 11 JCT (10 %)
L. acidophilus ATCC43121 2,5:10" ufc/d 15 JLDL (15 %) HSB 3
L. acidophilus RP32 5-10" ufc/d 10 JCT (15 %) Asim 4
Cobaya Cavia porcellus
L. bulgaricus 1,7-10™ ufc/d* 0
S. thermophilus 1,4-10" ufc/d* 14 THDL (70 %) ) >
Raton C57BL/6
JCT (33 %)
5 JLDL (42 %)
L. plantarum KCTC3928 10" ufc/d 28 TG (32 %) HSB 6
NHDL (35 %)
Ratén ICR
JCT (7 %)
L. 10’ 1 B
plantarum PHO4 0" ufc/d 4 TG (10%) HS 7
Ratdn Swiss Albino
) 4 LCT (38 %)
L. reuteri CRL 1098 10" ufc/d 7 AHDL/LDL (20 %) HSB 8
Hamster Golden Syrian
JCT (20 %)
L. reuteri 263 2,1-10° ufc/d 42 LTG (40 %) HSB 9
HDL/LDL (50 %)

*Asumiendo un consumo de pienso y agua,

TG = triglicéridos; HSB

actividad hidrolasa de sales biliares.

ratas, de 20 g/d y 20 mlL/d,
respectivamente; y un consumo de 90 mL de agua en cobayas. NOTA: CT = colesterol total;

Asim

asimilacion de

colesterol. HMG = inhibicién HMG-CoA reductasa.(1) Xiao et al., 2003; (2) Hu et al., 2013;
(3) De Rodas et al., 1996; (4) Gilliland et al., 1985; (5) Ranasinghe et al., 2013; (6) Jeun et
al., 2010; (7) Nguyen et al., 2007; (8) Taranto et al., 1998; (9) Huang et al., 2015.
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Tabla 1.7. Estudios con probidticos

séricos de colesterol.

en humanos y su efecto sobre los niveles

Cepa Dosis (ufc/d) Efecto Mecanismo de accion
L. plantarum 299v" 210" J LDL (12 %) Produccién de AGCC
B. longum BL1® 10° ¢ CT (> 5 %) Excrecion de colesteroly
acidos biliares
N HDL (18,5 %)
A 1 J LDL (7,04 %) Actividad HSB y produccién
VsL#3 1110 4 TG (5,8 %) de AGCC
{ VLDL (12,98 %)
L. casei W8® 10" J TG -

'Producto mezcla de B. longum, B. infantis, B. breve, Bacillus acidophilus, L. paracasei, L.

delbrueckii subsp. bulgaricus, L. plantarum y S. salivarius subsp. thermophilus. TG =

triglicéridos; CT = colesterol total; AGCC = acidos grasos de cadena corta. ANaruszewicz
et al., 2002; ®Xiao et al., 2003; “Rajkumar et al., 2014; "Bjerg et al., 2014,

Tabla 1.8. Ejemplos de férmulas probidticas para reducir los niveles de colesterol.

Nombre

Casa comercial

Cepa

Mecanismo de accion

W e

Cardioviva "%

% CHOLESTERCE

jotix

b

Micropharma

Probio
Medcare

AB-BIOTICS

Quest

L. reuteri NCIMB
30242

L. fermentum ME-3

Tres cepas de L.
plantarum CECT
7527, CECT 7528y
CECT 7529

Dos cepas: L.
rhamnosusy L.
bulgaricus

Actividad hidrolasa de sales
biliares

Efecto de levadura roja del
arroz sobre la HMG-CoA
reductasa.

Actividad hidrolasa de sales
biliares

Esteroles de origen vegetal,
levadura roja de arroz y
asimilacion por parte de las
cepas probidticas
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La capacidad de reducir o alterar los niveles de colesterol plasmatico, que
exhiben algunos microorganismos probidticos, ha sido estudiada en distintos tipos de
ensayos in vitro. Varias actividades biolégicas podrian explicar su efecto sobre el
metabolismo de colesterol y los perfiles lipidos plasmaticos: desconjugacion de acidos
biliares mediante hidrolasas de sales biliares, asimilacion de colesterol por los
probidticos (mediante unién a la pared celular o la incorporaciéon del colesterol al
interior de las membranas durante la fase de crecimiento), formacion de acidos grasos
de cadena corta que afectan a la sintesis endégena de colesterol o la conversién de
colesterol a coprostanol en el intestino (Cheng y Lai, 2000; Chiang et al., 2008; Lye et al.,
2010a).

1.3.3.1. Desconjugacion enzimdtica de dcidos biliares mediante hidrolasas de sales

biliares de los probidticos

Las bacterias acido-lacticas con actividad hidrolasa de sales biliares (HSB)
podrian ser capaces de reducir los niveles de colesterol en suero interaccionando con el
metabolismo de las sales biliares del hospedador, de forma comparable al mecanismo
de actuacién de los secuestradores de acidos biliares. Estas bacterias poseen enzimas
responsables de hidrolizar conjugados de acido glicodesoxicélico y 4cido
taurodesoxicélico. Una vez desconjugados, los acidos biliares son menos solubles y no
absorbibles por el intestino, por lo que su destino es ser eliminados por medio de las
heces. El colesterol se usa para sintetizar nuevos acidos biliares como respuesta
homeostatica, dando como resultado un descenso de colesterol en suero. Ademas, el
descenso de colesterol hace que se incremente la actividad de los receptores LDL de los
hepatocitos, incrementandose de esta forma la eliminacidn de colesterol LDL plasmatico
(Figura 1.23; Smet et al., 1994).

Existen diferentes hipodtesis, resumidas en la tabla 1.9, acerca de la funcién
microbioldgica que esta actividad aporta a las bacterias (Begley et al., 2006), aunque la
clave estd en que esta actividad enzimatica les confiere una ventaja adaptativa para

sobrevivir y colonizar el intestino.
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Cholesterol present in food acts as a
precursor for bile salts

l

Bile salts

l

E ( Conjugated with taurine or ) _g
— : —
glycine /|
Conjugated bile salts |
i '
| Probiotic microorganism break down bile
é salts by synthesizing “bile salt hydrolase” ',S,J
S ] "5
w w
. Figura 1.23. Reduccion de los niveles de
Free taurine Free choli id Amino acid
and glycine | freechoncaad 1 group , colesterol  mediante la  actividad
l l l hidrolasa de sales biliares por parte de
Reentered Excreted into Reabsorbed microorganismos prObIOtICOS
into liver by intestine

feces

(Anandharaj et al., 2014).

Tabla 1.9. Capacidad que las hidrolasas de sales biliares confieren a las bacterias.

Funcion

Efecto

Detoxificacion biliar

Persistencia
gastrointestinal

Papel nutricional

Alteraciones en la
membrana

Las sales biliares ejercen un efecto téxico acidificando el medio
intracelular, por tanto las bacterias con actividad HSB son capaces de
autoprotegerse mediante la desconjugacion de sales biliares.

La actividad HSB no es esencial para la colonizacidn pero si ayuda a
mantenerse en un ecosistema competitivo.

Los aminoacidos liberados de la hidrdlisis sirven como fuente de carbono,
nitrégeno y energia confiriendo una ventaja nutricional.

La actividad HSB facilita la incorporaciéon de colesterol o bilis en las
membranas bacterianas, lo que hace que aumente la resistencia a la
tension en las membranas o cambia su fluidez o carga.
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1.3.3.2. Asimilacion de colesterol por los probioticos

El efecto hipocolesterolémico de los probidticos también ha sido atribuido a su
habilidad de unir colesterol en el intestino delgado. Aunque existe poca informacién
acerca de la capacidad de asimilar colesterol por parte de lactobacilos, hay especies que
requieren de colesterol exégeno para su crecimiento, como bacterias del género
Mycoplasma, y que son capaces de incorporarlo en su membrana citoplasmatica
(Melchior y Rottem, 1981; Razin, 1975). Existen estudios en los que determinadas cepas
probidticas son capaces de asimilar colesterol en determinadas condiciones para
incorporarlo a su membrana en lugar de metabolizarlo (Noh et al., 1997), aunque esta
capacidad parece no ser universal en especies de lactobacilos y bifidobacterias y
depender de la cepa y de las condiciones de crecimiento especificas (Usman y Hosono,
1999). En este sentido, cepas concretas de Lactobacillus acidophilus son capaces de
asimilar colesterol del medio de cultivo sdlo en presencia de sales biliares y condiciones
de anaerobiosis (Gilliland et al., 1985). En el caso de ciertas cepas del género
Bifidobacterium, la capacidad de asimilar colesterol del medio extracelular esta

determinada por la fase de crecimiento (Tahri et al., 1995).

La asimilacidon de colesterol por bacterias probidticas parece estar relacionada
con su capacidad de hidrolizar sales biliares, aunque la presencia de esta actividad
enzimdtica en un microorganismo no implica necesariamente que pueda asimilar
colesterol. La hidrdlisis de sales biliares parece facilitar la asimilacion de colesterol
debido a que, por una parte, favorece la precipitacion de este compuesto (Klaver y van
der Meer, 1993; Tahri et al.,, 1995), y ademas, la presencia de sales biliares
desconjugadas (acido célico) puede inducir un incremento en la permeabilidad de la
membrana celular, alterando su porosidad, lo que permitiria un incremento de la toma

de colesterol del medio (Lye et al., 2010b).

1.3.3.3. Metabolismo de colesterol por los probidticos

El colesterol presente en el lumen de organismos mamiferos puede ser
metabolizado a coprostanol por la flora intestinal (Figura 1.24). Este derivado es

absorbido pobremente por el epitelio, por lo que se excreta en las heces y, por tanto,
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este proceso asociado a la microbiota puede ser responsable de reducir los niveles de
colesterol plasmatico (Gérard et al., 2004). Las poblaciones bacterianas que podrian
estar implicadas en la degradacién de colesterol a coprostanol, en condiciones in vivo,
no han sido caracterizadas en profundidad. Sin embargo, ademds de encontrarse en
microorganismos no considerados probidticos como Bacteroides sp (Gérard et al., 2007),
la actividad colesterol reductasa o la capacidad de producir coprostanol, ha sido
detectada en algunas cepas de lactobacilos y bifidobacterias (Lye et al., 2010a; Zanotti et
al., 2015).

Figura 1.24. Estructuras del colesterol (A) y del coprostanol (B)

Los trabajos cientificos que apuntan a que la conversién de colesterol a
coprostanol puede ser el mecanismo de accion de probidticos con actividad
hipocolesterolémica son escasos. Sin embargo, dado que la actividad colesterol
reductasa estd presente en el género Lactobacillus, no es descartable que esta
caracteristica juegue un papel de cierta importancia en la capacidad de algunas cepas
probidticas de reducir la absorcidn de colesterol, directamente o quiza indirectamente
modulando la flora intestinal incrementando la poblacién de microorganismos capaces

de metabolizar colesterol a coprostanol (Veiga et al., 2005).
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2. Objetivos

El presente trabajo se engloba dentro del proyecto de titulo Nuevas aplicaciones
de cepas probicdticas y de compuestos derivados con actividad biolégica (Proyecto
POSTBIO), subvencionado por el programa de Incentivos para el fomento de la
innovacion y el desarrollo empresarial en Andalucia, gestionado por la Agencia IDEA y
cofinanciado por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional. El objetivo general del
proyecto es ampliar el potencial de aplicacién de los microorganismos probidticos en la
prevencion de enfermedades o trastornos de la salud, siendo el metabolismo del

colesterol uno de los apartados de dicho proyecto.

Niveles elevados de colesterol estan asociados con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y su tratamiento requiere el empleo de farmacos, con
frecuentes efectos secundarios adversos. El objetivo principal de la presente Tesis
Doctoral es buscar una alternativa mas natural para reducir la absorcion del colesterol
procedente de la dieta, mediante el empleo de cepas probidticas o compuestos
obtenidos a partir de ellas. Con este fin, los hitos planificados en este trabajo fueron los

siguientes:

1. Crear una coleccion de muestras a partir de 28 cepas probidticas vivas,
inactivadas por distintos tratamientos, metabolitos extraidos a partir de ellas
por medio de solventes y compuestos solubles liberados durante su cultivo en

medio liquido.

2. Establecer dianas claves en el proceso de absorcion del colesterol procedente
de la dieta y simular dichas dianas mediante modelos in vitro que permitan

detectar un posible efecto hipocolesterolémico.
3. Seleccionar aquellas muestras de la coleccion que resulten efectivas en los
modelos in vitro definidos anteriormente y hallar el mecanismo de accién

mediante el cual las muestras ejercen su efecto hipocolesterolémico.

4. Evaluar la eficiencia de las muestras seleccionadas en un modelo in vivo de

hipercolesterolemia.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Reactivos quimicos de uso general

Los reactivos empleados para la realizacion de los experimentos presentados en
esta memoria han sido adquiridos a las siguientes casas comerciales: Agilent
Technologies, Bio-Rad, GE Healthcare, Panreac Quimica S.L.U., Promega, QIAGEN,
Scharlab, Sigma-Aldrich y Thermo Fisher Scientific.

3.2. Oligonucleotidos y plasmidos

Los oligonucleétidos utilizados como cebadores en las reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR) fueron sintetizados por la empresa Eurofins Genomics (Alemania) y

se especifican en la Tabla 3.1.

El vector plasmidico empleado en algunos ensayos descritos en esta memoria es
el vector pGEM®-T (Figura 3.1). Se trata de un vector de 3.000 pb (Promega), empleado
como vector de clonacidn de productos de PCR. Gracias a la timidina que posee en sus
extremos 3’ incrementa la eficiencia de ligacion de productos de PCR, amplificados con
ADN polimerasas con actividad expandasa, y previene la circularizacién del vector.

Incorpora un gen de resistencia a ampicilina que permite su seleccion en el hospedador.

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 2692
1 ori 7l 1
Apal 14
Aatll 20
- N |
mp st
pGEM®-T lacZ Ncol 37
Vector T T Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
. Sacl 04
orl BstXI 103
Figura 3.1. Nsil 1;2
T spe

Plasmido de clonacién pGEM®-T.




3. Materiales y Métodos

Tabla 3.1. Secuencias de oligonucledétidos empleados en las reacciones de PCR.

Nombre Gen Secuencia (5'23’) Tm (2C)  Orig Fun.
hNPC1L1_D TATGGTCGCCCGAAGCA 55,2
NPC1L1 A 1
hNPC1L1_R TGCGGTTGTTCTGGAAATACTG 58,4
hGAPDH_Rw GAPDH TGAACGGGAAGCTCACTGG 59,4 A 5
hGAPDH_Fw TCCACCACCCTGTTGCTGTA 58,8
T7 T7 TAATACGACTCACTATAGGG 53,2 i 3
SP6 SP6 CGATTTAGGTGACACTATAG 53,2
Primer 1 CTAATACGACTCACTATAGGGC 58,4
Primer 1 Nested Ada:;id"r TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 73,3 - 4
Primer 2R Nested AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 67,6
GAPDH_Lreu_D CTCGTAACATTCCTTGGGTAAAGAA 59,7
GAPDH_Lreu_R GAPDH TGACCTGAAAGCTTACCGTTTAATT 58,1 B
LACTO_D 16 CAGAAAGTCACGGCTAACTACGT 60,6 c 2
LACTO_R2 TCGCTTTACGCCCAATAAATCC 58,4
HS_integrasa_D Integrasa GACTCAAGAATACTTCTAATGGTG 57,6
HS_integrasa_R ACTCTCATAGCTGATTTTTGG 54
HS_transpsse31_D CAATTTAACAGACCCTCATTT 52 B
HS_transpsse_31_R ATGCCGTAAAGTAACGATAAC 54 5
HS_transpsse_32_D CGCACTTAAATGATACCATG 53,2
HS trasnpsse32 R | onsPosasa TTATTGGTTGATGGAGCTGT 53,2
HS_transpsse33_D ACCACAAACGAGCTGACAAT 55,3 B
HS_transpsse33_R CATATGGAGTTCGATAGCCT 55,3
Intg_ExmRNA_D Integrasa ATTGTCGCTCTACTAGCGTC 54
Intg_exmRNA_R TTAAACAGCTACCGATGAAAG 57,3
Trans31_ExmRNA_D Transposasa CATTCTTCGATTAACGCGAA 53,2
Trans31_ExmRNA_R A GACGAGCTTGTTTCTGCTCCGCTG 66,1
Trans32_ExmRNA_D Transposasa TCGTTGAGCAATATTAGGCC 55,3
Trans32_ExmRNA_R B GATCCCAAAGTCGGTTGTA 54,5
Trans33_ExmRNA_D Transposasa CAAGGCAAAAAGCACCAAGG 57,3 B 6
Trans33_ExmRNA_R C ATTTGAAGAAGTGCCGCGG 56.7
ABC_ExmRNA_D CGTCAAAGGCATCACTCAA 54,5
= = Transp. ABC
ABC_ExmRNA_R CCAGAACAAGCACTTCAAAT 53,2
TransNa_ExmRNA_D Antiporter CTAATCCTGCGCTAGTAGCG 59,4
TransNa_ExmRNA_R Na/H" GGAATCGTTGACCACATCAT 55,3
GAPDHEXxmRNA_D GAPDH TGTACTACTAGCTGCTTGGCA 57,9
GAPDHEXmRNA_R CAGTACGGTTGTTACGCATC 57,3

Leyenda: *HS (Hibridacion substractiva). Origen: A, humano; B, Lactobacillus reuteri y
C, Lactobacillus sp. Funcién: 1, Transportador de de colesterol (expresién génica); 2,
Gen control (expresion génica); 3, Amplificacion de insertos clonados en pldasmidos; 4,
Amplificacion del producto de hibridacion substractiva; 5, Elaboraciéon sondas (hibridacion
de 4cidos nucleicos); 6, Comprobacién de los resultados del ensayo de hibridacidon

substractiva; y. 7, Enzimas encargadas de lisis celular (expresion génica).
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Tabla 3.1 (Cont.). Secuencias de oligonucledtidos empleados en las reacciones de
PCR.

Nombre Gen Secuencia (5'2>3’) Tm (2C)  Orig Fun.
Lysinl_LAR1289 D Autolisina TCCATTACCCGTACCACTATA 55,9
Lysinl_LAR1289_R LAR 1289 ACCAAGGCAACTAACCAGT 54,5
Lysin2_LAR1322_D Autolisina ATATTCATGAGGCATTTCAAA 50,1
Lysin2_LAR1322_R LAR 1322 CACGATACTGGGAATGAAAA 53,2 B 7

Holin1D LRATCC5360 GTTAAGCCAGATGGAACGCTG 59,8

Holin1R 8_pl024 GGTTGAACTCCAAAGCAGGC 59,4

Holin2D Lreu 0858 TCAGCATTTTCAAGGAATGGAA 54,7

Holin2R - GCGTTACTAAACTCCTTGCCGT 60,3

Leyenda: *HS (Hibridacién substractiva). Origen: B, Lactobacillus reuteri. Funcién: 7,

Enzimas encargadas de lisis celular (expresion génica).

3.3. Microorganismos

3.3.1. Cepas bacterianas que componen la coleccidn de muestras

Las 28 cepas empleadas en la bisqueda de actividad hipocolesterolémica que se
utilizan en este trabajo se aislaron en los laboratorios de Biosearch S. A., y se pueden
agrupar en: (i) cepas comerciales patentadas, cuyas caracteristicas probidticas han sido
analizadas en diversos estudios, y cepas no caracterizadas procedentes de (ii) leche de

vaca, (iii) subproductos de la industria alcoholera y (iv) leche humana (Tabla 3.2).

3.3.2. Otras cepas bacterianas

Micrococcus luteus CECT 5863. Cepa utilizada como sustrato de enzimas liticas

en zimogramas.

Escherichia coli LE392. Cepa comercial de E. coli utilizada para hospedar al fago
lambda.
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Endura™ ElectroCompetent cells (Lucigen® Corporation). Cepa comercial de E.
coli competente, empleada para la clonacidn y amplificacidn de vectores plasmidicos.
Genotipo: recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (Str") xyl-5 A'leu mtl-1 F mcrB
mrr hsdS20 (rg, mg).

Tabla 3.2. Especies bacterianas utilizadas en los ensayos de busqueda de

actividad hipocolesterolémica e identificadas por secuenciacién del 16S.

Procedencia Cepa Codificacion
Lactobacillus coryniformis CECT 5711
Lactobacillus fermentum CECT 5716
Lactobacillus gasseri CECT 5714
Cepas comerciales Lactobacillus salivarius CECT 7261
Lactobacillus salivarius CECT 5713
Lactobacillus reuteri CECT 7260
Bifidobacterium breve CECT 7263
Pediococcus pentosaceus BT 837
Lactobacillus casei* BT 839
Lactobacillus casei* BT 840
Leche de vaca Lactobaa:llus casei* BT 838
Lactobacillus plantarum BT 841
Lactobacillus reuteri CECT 8605
Lactobacillus casei* BT 835
Lactobacillus reuteri BT 836
Lactobacillus plantarum BT 595
Lactobacillus plantarum BT 574
Lactobacillus rhamnosus BT 585
Industria alcoholera Lactobacillus fermentum BT 584
Lactobacillus paracasei BT 550
Lactococcus lactis BT 575
Leuconostoc mesenteroides BT 577
Lactobacillus gasseri* BT 817
Lactobacillus fermentum* BT 819
Lactobacillus plantarum* BT 816
Leche humana . .
Bifidobacterium breve* BT 821
Bifidobacterium breve CECT 8606
Lactobacillus gasseri* BT 818

*Especie con mayor porcentaje de similitud del gen 16S en bases de datos

EMBL-EBI.
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3.4. Cultivo de microorganismos

3.4.1. Medios de cultivo bacterianos

Medio Luria Bertani (LB). Medio de cultivo para E. coli.

En aquellas ocasiones en que el medio se complementa con el antibidtico
ampicilina, el medio se prepara con una concentracidén de ampicilina de 100 pg/mL, a
partir de un stock de ampicilina a 100 mg/mL en agua, filtrado a través de 0,2 pm de

tamafio de poro y almacenado protegido de la luz a -20 °C.

Caldo de Man, Rogosa, Sharpe (M.R.S.). Medio de cultivo utilizado para

especies del género Lactobacillus.
Medio Nutrient Broth/Agar |. Medio de cultivo para el crecimiento de M. luteus.

Medio RCM (Reinforced Clostridial Medium). Medio de cultivo empleado para

especies del género Bifidobacterium.

En la mayor parte de los casos, para el medio MRS liquido (MRS Broth) y RCM
sélido (RCM Agar) se utilizaron medios comerciales de la casa Oxoid siguiendo las
instrucciones del fabricante para su preparacién. En el caso del medio sélido MRS se

utilizaron placas petri ya preparadas (MRS Agar, Scharlab).

La composicion de los medios de cultivo LB, MRS, Nutrient Broth y RCM,
mencionados anteriormente, puede obtenerse en la pagina de la Coleccién Espafiola de

Cultivos Tipo (CECT): http://www.uv.es/cect

Medio NZY. Medio de cultivo para la cepa E. coli LE392 tras ser infectada por el
fago lambda (Tabla 3.3). Para obtener medio sdlido se afiaden 20 g/L de agar y para su

utilizacién como cobertera se afiaden 7 g/L de agar.
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Tabla 3.3. Composicidon del medio NZY

Componente g/L
Bacto-Casaminodcidos 10
Extracto de levadura 5
NaCl 5
MgS0,-7H,0 2

Ajustar pH 7,5

Medio Terrific Broth (TB). Medio de cultivo para cepas de E. coli, que debido a
su alta concentracion en extracto de levadura permite un mayor crecimiento de la
bacteria y aumenta el rendimiento en la extraccién de plasmidos (Tabla 3.4). En paralelo
se preparan 100 mL de una solucién K;HPO, 720 mM y KH,PO, 170 mM. Esta solucion y
el medio de cultivo se esterilizan por autoclave y se mezclan antes de su uso. Ademas, la
mezcla se complementa con el antibidtico ampicilina a una concentracidon de 100 pg/mL,
a partir de un stock de ampicilina a 100 mg/mL en agua, filtrado a través de 0,2 um de

tamafio de poro y almacenado protegido de la luz a -20 °C.

Tabla 3.4. Composicién del medio TB

Componente g/L
Bacto-Triptona 12
Extracto de levadura 24
Glicerol 4 mL

La composicion de los medios de cultivo, empleados para llevar a cabo los
cultivos en medio liquido de los microorganismos probidticos, ha sido desarrollada en
los laboratorios de Biosearch S.A. y no se publicard en esta memoria por motivos de
confidencialidad, salvo la composicion parcial de dos de ellos (medio General y medio
CR20), que se considera relevante para la interpretacidon de los resultados obtenidos
(Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Medios de cultivo empleados para la obtencién

de biomasa de los microorganismos probidticos.

Medio de cultivo Tipo de microorganismo

Bf04 Especies del género Bifidobacterium
C4G-22L Lactobacillus coryniformis CECT 5711
M40 Lactobacillus fermentum CECT 5716
20M-44L 2X. Lactobacillus gasseri

6G-22L 1X. Lactobacillus salivarius CECT 7261
4G-16L 1X. Lactobacillus salivarius CECT 5713

Medio CR20. Medio liquido empleado en el cultivo de L. reuteri. En la Tabla 3.6
se recogen los ingredientes y la concentraciéon que diferencian este medio del medio

General

Medio General. Medio liquido universal para el cultivo de bacterias lacticas. En
la Tabla 3.7 se recogen los ingredientes y la concentracidon que diferencian este medio
del medio CR20.

Tabla 3.6. Composicién parcial del Tabla 3.7. Composicién parcial del
medio CR20 medio General

Componente g/L Componente g/L
Extracto de levadura 44 Extracto de levadura 22
Maltodextrina 120 Glucosa 40
K,;HPO, 0,5 K;HPO, 2
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3.4.2. Crecimiento de cepas bacterianas

Las cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus y
Leuconostoc se incubaron a 37 2C durante 16-18 horas en medio MRS Agar en
condiciones de anoxia. El cultivo en medio MRS liquido a pequefia escala se realizé en
recipientes cerrados (botes Pirex o tubos Falcon) llenos de medio de cultivo e incubando

a 37 9C sin agitacidn.

Las cepas pertenecientes al género Bifidobacterium se incubaron a 37 2C
durante 16-18 horas en medio RCM agar en condiciones de anoxia. El cultivo en medio
Bf04 liquido en poco volumen (hasta 1 L) se realizd en recipientes cerrados (botes Pirex

o tubos Falcon) llenos de medio de cultivo incubando a 37 2C sin agitacion.

La cepa E. coli LE392 fue incubada a 37 2C durante 16-18 horas en medio LB. El
cultivo en medio liquido LB suplementado con 0,2 % de maltosa (p/v) se realizd en
matraces sin indentaciones (de volumen variable, dependiendo de la cantidad requerida

por el protocolo), incubando a 37 2Cy 250 rpm durante 16-18 horas.

La cepa M. luteus fue incubada a 30 2C durante 16-18 horas en medio Nutrient
Broth Agar. El cultivo en medio liquido se realizd6 en matraces sin indentaciones (de
volumen variable, dependiendo del protocolo), incubando a 30 2C y 150 rpm de

agitacion.

3.5. Creacion de la coleccion de muestras

Se prepard una muestroteca a partir de las 28 cepas bacterianas indicadas en la
tabla 3.2, que se completd con 7 tratamientos de inactivacién diferentes a los que
fueron sometidas dichas cepas, 3 tipos de extracciones empleando biomasa de cada
cepa como materia prima y, por ultimo, el sobrenadante de cada uno de los cultivos

bacterianos con el fin de obtener una bateria de bacterias viables, no viables y

66



3. Materiales y Métodos

metabolitos que conformaron una coleccién de 336 muestras de diversas caracteristicas
y cualidades (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Condiciones y tratamientos a los que fueron sometidas las

28 cepas y que generaron la biblioteca de 336 muestras.

Bacterias control Biomasa del cultivo
Térmico
Acido
Base

Tratamientos de inactivacion Microondas

Perdxido de hidrégeno

Etanol

Presion
Sobrenadante de cultivo

Agua
Extracciones Etanol

Acetona

3.5.1. Cultivo de las cepas bacterianas que componen la coleccion de muestras

A partir de una colonia de cada una de las cepas listadas en la tabla 3.2 se
inocularon 75 mL de medio de cultivo liquido (ver apartado 3.4.2), excepto para las
bacterias correspondientes al género Bifidobacterium, cuyo preindculo se realizd en un
medio cuya composicion en lactosa es el doble de la aportada por el medio Bf04. Tras
una incubacion a 37 2C durante 13-21 horas en condiciones de anoxia, se emplearon

estos cultivos como starter para iniciar un cultivo de mayor volumen (1,5 L).
El tiempo de incubacién de cada uno de los preinéculos, el medio de cultivo, pH

y tiempo de cada uno de los cultivos llevados a cabo en fermentadores Biostat®B (B.

Braun, Biotech International, Sartorius) se resumen en la tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Tiempo de incubaciéon de los preindculos y condiciones de cultivo

Illevadas a cabo para cada una de las cepas de la coleccidn.

Tiempo Condiciones de cultivo
Cepa Pre-i(r;‘c;)culo Medio pH Tie(r:)po
L. coryniformis CECT 5711 14 C4G-22L 6 15
L. fermentum CECT 5716 12 M40 5 17
L. gasseri CECT 5714 14 20M-44L 2X 4,5 10,5
L. salivarius CECT 7261 14 6G-22L 1X 6 10
L. salivarius CECT 5713 14 4G-16L-1X 5 10
L. reuteri CECT 7260 10 CR20 5 14,5
B. breve CECT 7263 21 Bf04 5,5 18
P. pentosaceus BT 837 14 General 6 10
L. casei BT 839 14 General 6 10
L. casei BT 840 14 General 6 10,5
L. casei BT 838 14 General 6 11,5
L. plantarum BT 841 14 General 6 10
L. reuteri CECT 8605 21 General 6 16
L. casei BT 835 14 General 6 11
L. reuteri BT 836 14 General 6 10
L. plantarum BT 595 14 General 6 9,5
L. plantarum BT 574 14 General 6 10
L. rhamnosus BT 585 14 General 6 9,5
L. fermentum BT 584 13 General 6 9
L. paracasei BT 550 13 General 6 10
L. lactis BT 575 13 General 6 10
L. mesenteroide BT 577 13 General 6 10
L. gasseri BT 817 14 20M-44L 2X 4,5 13
L. fermentum BT 819 14 General 6 12
L. plantarum BT 816 13 General 6 10
B. breve BT 821 23 Bf04 5,5 17
B. breve CECT 8606 23 Bfo4 5,5 18
L. gasseri BT 818 14 20M-44L 2X 4,5 13
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La concentracion de bacterias viables (Tabla 3.10) en cada cultivo se determind
mediante diluciones seriadas en agua de peptona tamponada y siembra en medio sélido
y por triplicado (medio RCM para bacterias del género Bifidobacterium y MRS para el

resto).

Tabla 3.10. Concentracidon de células viables obtenida en el cultivo a escala

de laboratorio de cada una de las cepas que componen la coleccién de

muestras.
Cepa Cédigo Viabilidad (ufc/mL)

Lactobacillus coryniformis CECT 5711 5,80-10°
Lactobacillus fermentum CECT 5716 7,20-10°
Lactobacillus gasseri CECT 5714 6,10-10°
Lactobacillus salivarius CECT 7261 1,10-10"
Lactobacillus salivarius CECT 5713 5,60-10°
Lactobacillus reuteri CECT 7260 6,10-109
Bifidobacterium breve CECT 7263 8,90-10°
Pediococcus pentosaceus BT 837 2,50-109
Lactobacillus casei BT 839 4,90-10°
Lactobacillus casei BT 840 1,10-10"
Lactobacillus casei BT 838 4,70-10°
Lactobacillus plantarum BT 841 1,40-1010
Lactobacillus reuteri CECT 8605 6,10-108
Lactobacillus casei BT 835 1,60-109
Lactobacillus reuteri BT 836 1,60-10"
Lactobacillus plantarum BT 595 4,60-10°
Lactobacillus plantarum BT 574 8,80-10°
Lactobacillus rhamnosus BT 585 5,40-109
Lactobacillus fermentum BT 584 1,60-109
Lactobacillus paracasei BT 550 8,30-109
Lactococcus lactis BT 575 1,50-1010
Leuconostoc mesenteroides BT 577 6,10-109
Lactobacillus gasseri BT 817 2,10-10°
Lactobacillus fermentum BT 819 5,70-109
Lactobacillus plantarum BT 816 1,10-1010
Bifidobacterium breve BT 821 1,10-1010
Bifidobacterium breve CECT 8606 5,50-109
Lactobacillus gasseri BT 818 1,60-109
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3.5.2. Preparacion de la coleccion de muestras

a. Células vivas: Una vez obtenidos los cultivos de cada microorganismo en las
condiciones especificadas en la tabla 3.9, se procedié a concentrar el cultivo 20 veces
mediante centrifugacién a 8.000 g en tampdn PBS”. A continuacién, se afiadié Glucidex

19 (Roquette Freres S.A.) al 20 % en proporcion 1:1y se conservaron a -20 2C.

b. Sobrenadantes: 75-100 mL de los cultivos se emplearon para aislar el
sobrenadante mediante centrifugacion (11.000 g durante 15 minutos). Una vez
descartadas las células bacterianas, la muestra se liofilizd en un liofilizador LyoAlfa 20
(Telstar). El producto se resuspendié en Glucidex 19 al 10 % en PBS* a 1/10 del volumen

inicial.

¢. Inactivacion térmica: Muestras preparadas de forma similar a las células vivas

fueron autoclavadas durante 20 minutos a 120 2C y almacenadas a -20 C.

d. Inactivacion con Aacido fuerte: las suspensiones bacterianas vivas
concentradas (10 mL) se incubaron en de H,SO, 80 mM a 55 2C durante 4 horas y, por

ultimo, se neutralizé el 4cido con NaOH.

e. Inactivacion con base fuerte: 10 mL de células vivas concentradas se trataron

con NaOH 80 mM, se incubd a 55 2C durante 4 horas y se neutralizé con H,SO,.

f. Inactivacion mediante microondas: se sometid a 10 mL del concentrado de
bacterias vivas a una rampa de potencia durante 3 minutos hasta llegar a los 300 W en
un microondas de laboratorio (Multiwave 3000, Anton Paar) y, una vez alcanzada dicha

potencia, se mantuvo en esas condiciones durante 5 minutos mas.
g. Inactivacién mediante peréxido de hidrégeno: en esta ocasion 10 mL del

concentrado de células vivas se incubaron con 480 puL de H,0, al 30 % durante 1 hora a

37 9C. Para eliminar el H,0, se afiadieron 140 L de catalasa (6,7 mg proteina/mL).
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h. Inactivacion mediante etanol: se mezclaron 10 mL del concentrado con 10
mL de etanol al 96 % y se incubé durante 1 hora a 37 2C. Por ultimo, se eliminé el etanol

en un evaporador (Savant SPD121P Speed Vac, DJB labcare).

i. Inactivacion mediante presion: se sometié a 10 mL del concentrado a una
presion de 2.000 bar en un homogeneizador Microfluidizer M-11P (Microfluidics),
manteniendo la muestra refrigerada y procesando cada muestra 9 veces, lo que equivale

a una recirculacion de 10 minutos.

j. Extractos libres de células: aparte de los tratamientos de inactivacion ya
descritos, se procedid a realizar extracciones con 3 solventes distintos a partir de células
vivas de cada una de las cepas, a fin de obtener metabolitos intracelulares y ampliar la

variedad de muestras en nuestra coleccion.

Se utilizd un procedimiento de extraccion acelerada por solventes (Dionex
ASE200, Dionex Corporation) utilizando unas condiciones estandar de extraccion: 1.500
PSI de presion y una temperatura de 50 2C durante 10 minutos y tres solventes de

distinta polaridad: agua, etanol y acetona.

Para la obtenciéon de cada extracto, se partid de 10 mL del concentrado de
biomasa de células vivas. A continuacién, el pellet se mezclé con arena de mar lavada
(Panreac Quimica S.L.U.) y se sometid a dos ciclos de extraccidn, eluyendo siempre en el
mismo vial. Tras la extraccion, el extracto obtenido se evapord en horno de vacio a 50 ¢C

(Binder). El residuo seco se disolvié en PBS" a 50 mg/mL y se conservé a -20 2C.

3.5.3. Preparacion de las muestras para ensayos de actividad

hipocolesterolémica
Una vez obtenidas las muestras, mediante los protocolos descritos en el

apartado 3.5.2, se procedid a estandarizar su concentracidn para su uso en los ensayos

de busqueda de actividad hipocolesterolémica.
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Tabla 3.11. Colecciéon de muestras que componen la muestroteca empleada en la
busqueda de compuestos con actividad hipocolesterolémica: control vivo y los 7
tratamientos de inactivacidn.

Cepa Control Térmic Acido Base Microon. H,0, Etanol Presion

L. coryniformis CECT 5711 MPB028 MPB0O55 MPB082 MPB109 MPB136 MPB163 MPB190

L. fermentum CECT 5716 MPB029 MPB056 MPB083 MPB110 MPB137 MPB164 MPB191
L. gasseri CECT 5714 MPB030 MPB057 MPB084 MPB111 MPB138 MPB165 MPB192
L. salivarius CECT 7261 MPB031 MPB058 MPB085 MPB112 MPB139 MPB166 MPB193
L. salivarius CECT 5713 MPB032 MPB059 MPB086 MPB113 MPB140 MPB167 MPB194
L. reuteri CECT 7260 MPB033 MPB060 MPB087 MPB114 MPB141 MPB168 MPB195
B. breve CECT 7263 MPB034 MPB061 MPB088 MPB115 MPB142 MPB16S9 MPB196
P. pentosaceus BT 837 MPB035 MPB062 MPB089 MPB116 MPB143 MPB170 MPB197
L. casei BT 839 MPB036 MPB063 MPB090 MPB117 MPB144 MPB171 MPB198
L. casei BT 840 MPB037 MPB0O64 MPB091 MPB118 MPB145 MPB172 MPB199
L. casei BT 838  MPB038 MPB065 MPB092 MPB119 MPB146 MPB173 MPB200
L. plantarum BT 841 MPB039 MPB066 MPB093 MPB120 MPB147 MPB174 MPB201
L. reuteri CECT 8605 MPB040 MPB067 MPB094 MPB121 MPB148 MPB175 MPB202
L. casei BT 835 MPB041 MPB068 MPB095 MPB122 MPB149 MPB176 MPB203
L. reuteri BT 836 MPB042 MPB069 MPB096 MPB123 MPB150 MPB177 MPB204
L. plantarum BT 595 MPB043 MPB0O70 MPB097 MPB124 MPB151 MPB178 MPB205
L. plantarum BT 574  MPB044 MPB0O71 MPB098 MPB125 MPB152 MPB179 MPB206
L. rhamnosus BT 585 MPB045 MPB072 MPB099 MPB126 MPB153 MPB180 MPB207
L. fermentum BT 584  MPB046 MPB0O73 MPB100 MPB127 MPB154 MPB181 MPB208
L. paracasei BT 550 MPB047 MPB074 MPB101 MPB128 MPB155 MPB182 MPB209
L. lactis BT 575 MPB048 MPBO75 MPB102 MPB129 MPB156 MPB183 MPB210

Le. mesenteroides BT 577 MPB049 MPB0O76 MPB103 MPB130 MPB157 MPB184 MPB211

L. gasseri BT 817 MPB0O50 MPBO77 MPB104 MPB131 MPB158 MPB185 MPB212
L. fermentum BT 819 MPB0O51 MPB078 MPB105 MPB132 MPB159 MPB186 MPB213
L. plantarum BT 816 MPB052 MPBO79 MPB106 MPB133 MPB160 MPB187 MPB214
B. breve BT 821  MPB053 MPB0O80 MPB107 MPB134 MPB161 MPB188 MPB215
B. breve CECT 8606 MPB0O54 MPB081 MPB108 MPB135 MPB162 MPB189 MPB216
L. gasseri BT 818 MPB326 MPB327 MPB328 MPB329 MPB330 MPB331 MPB332
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Tabla 3.12. Coleccidn

de muestras

que com

ponen la

muestroteca empleada en la buUsqueda de compuestos con

actividad hipocolesterolémica: sobrenadantes de medio de

cultivo y extracciones con 3 solventes distintos.

Cepa Sobren. ExtAgua ExEtanol ExAceto
L. coryniformis CECT 5711 MPB217 MPB244 MPB271 MPB298
L. fermentum CECT 5716 MPB218 MPB245 MPB272 MPB299
L. gasseri CECT 5714 MPB219 MPB246 MPB273 MPB300
L. salivarius CECT 7261 MPB220 MPB247 MPB274 MPB301
L. salivarius CECT 5713 MPB221 MPB248 MPB275 MPB302
L. reuteri CECT 7260 MPB222 MPB249 MPB276 MPB303
B. breve CECT 7263 MPB223 MPB250 MPB277 MPB304
P. pentosaceus BT 837 MPB224 MPB251 MPB278 MPB305
L. casei BT 839 MPB225 MPB252 MPB279 MPB306
L. casei BT 840 MPB226 MPB253 MPB280 MPB307
L. casei BT 838 MPB227 MPB254 MPB281 MPB308
L. plantarum BT 841 MPB228 MPB255 MPB282 MPB309
L. reuteri CECT 8605 MPB229 MPB256 MPB283 MPB310
L. casei BT 835 MPB230 MPB257 MPB284 MPB311
L. reuteri BT 836 MPB231 MPB258 MPB285 MPB312
L. plantarum BT 595 MPB232 MPB259 MPB286 MPB313
L. plantarum BT 574 MPB233 MPB260 MPB287 MPB314
L. rhamnosus BT 585 MPB234 MPB261 MPB288 MPB315
L. fermentum BT 584 MPB235 MPB262 MPB289 MPB316
L. paracasei BT 550 MPB236 MPB263 MPB290 MPB317
L. lactis BT 575 MPB237 MPB264 MPB291 MPB318
Le. mesenteroides BT 577 MPB238 MPB265 MPB292 MPB319
L. gasseri BT 817 MPB239 MPB266 MPB293 MPB320
L. fermentum BT 819 MPB240 MPB267 MPB294 MPB321
L. plantarum BT 816 MPB241 MPB268 MPB295 MPB322
B. breve BT 821 MPB242 MPB269 MPB296 MPB323
B. breve CECT 8606 MPB243 MPB270 MPB297 MPB324
L. gasseri BT 818 MPB333 MPB334 MPB335 MPB336
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Las muestras vivas y las obtenidas por tratamientos de inactivacion se llevaron a
una concentracion final de 5-10° bacterias/mL con PBS", teniendo en cuenta la viabilidad
obtenida al final de cada cultivo (Tabla 3.10). Los extractos se emplearon a la
concentracidon del stock (50 mg/mL) y los sobrenadantes del cultivo se diluyeron 10
veces con PBS". Una vez estandarizadas todas las muestras se distribuyeron por

triplicado de manera aleatoria en placas de 96 pocillos.

De esta forma obtuvimos una coleccion formada por 336 muestras, vivas e
inactivadas (Tabla 3.11), sobrenadantes de sus cultivos celulares y sus metabolitos
obtenidos con 3 solventes diferentes (Tabla 3.12), codificadas y distribuidas en 12 placas
(Tablas 3.11y 3.12).

3.6. Cultivos celulares

3.6.1. Lineas celulares

Las células seleccionadas para llevar a cabo la busqueda de muestras con
actividad hipocolesterolémica pertenecen a las lineas celulares de enterocitos HT-29,
Caco-2 (ambas lineas son células humanas procedentes de carcinoma de colon) y DIEC

(Dog Intestinal Epithelial Cell, células del epitelio intestinal de perro).

Las lineas celulares empleadas en los ensayos de citotoxicidad, debido a su
rapido crecimiento en placa, fueron RAW 264.7 (macréfagos de raton), 3T3L1

(preadipocitos de ratén) y L929 (fibroblastos de ratén).
Las lineas celulares DIEC y 3T3L1 fueron adquiridas a la American Type Culture

Collection (ATCC) y el resto de lineas celulares fueron suministradas por el banco de

células del Centro de Instrumentaciones Cientificas (CIC) de la Universidad de Granada.
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3.6.2. Condiciones y medios de cultivo

El cultivo de todas las lineas celulares, asi como los ensayos que se realizaron
con ellas, se llevd a cabo incubando a 37 2C en condiciones de 95 % de humedad y 5 %
de CO, en un incubador BBD 6220 (Heraeus; Tabla 3.13).

Cada uno de los cultivos celulares se inicid a partir de un vial de células
conservado en nitrégeno liquido. Los cultivos se mantuvieron hasta alcanzar un 80 % de
confluencia, renovando el medio de cultivo cada 2-3 dias. En ese momento, se
recogieron las células mediante tratamiento quimico con Tripsina-EDTA* (salvo las
células RAW 264.7, que se recogen por disgregaciéon mecanica) y se centrifugaron (1.500
rom durante 5 minutos) para eliminar el medio de cultivo agotado. Para continuar el
cultivo, se inocularon nuevos frascos aplicando un factor de dilucién de 1/20 a los

concentrados celulares empleados como inéculo.

Tabla 3.13. Medios de cultivo de las lineas celulares empleadas en esta memoria

Suplementos (%)

© g " 8 g g

£ a o ° S

i Medio E S+ 9% 9 2 N e —=

Linea celular A © 5 GC o a o] O = 3

base w ¥ w® c e w o Q 2 o)

= o g T o w c ©

? é 3 35 o - o

< a - R

Estandar DMEM 10 1 1 - - - - -
HT-29

Especial* MEME 10 1 1 1 - - - - 5

Caco-2 MEME 20 1 1 1 - - - - -

DIEC OptiMEN 4 1 - - 1 0,015 0,02 1 -

RAW 264.7 DMEM 10 - - - - - - - -

3T3L1 DMEM 10 - - - - - - -

L929 DMEM 10 1 - - - - - - -

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 1 % (v/v) de
penicilina/estreptomicina, salvo el medio de las células DIEC, en cuyo caso, es un 0,5 %
(v/v). *Medio de HT-29 especial para promover la diferenciacién apico-basolateral. **10
% de suero de ternera inactivado por calor (CS). NOTA: FBS = Suero fetal bovino
inactivado por calor; EGCS = Suplemento para crecimiento de células endoteliales.
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Cuando se requirié emplear placas de cultivo, se sembraron a una densidad de
1-10* células por pocillo (placas de 96 pocillos) o 6-10* células por pocillo (placas de 24
pocillos). Las lineas celulares HT-29 y Caco-2 se cultivaron en placa durante 14 dias, 7
dias DIECy 3 dias el resto de lineas (RAW 264.7, 3T3L1 y L929).

3.7. Busqueda de muestras con actividad hipocolesterolémica

3.7.1. Puesta a punto y protocolo para la medida de actividad colesterol

esterasa

La evaluacidn de la actividad inhibitoria de la colesterol esterasa (EC 3.1.1.13) se
llevé a cabo midiendo la actividad hidrolasa de dicha enzima sobre el sustrato
cromogénico 4-nitrofenilbutirato (4-NPB). Este método se basa en la capacidad de dicha
enzima de hidrolizar enlaces éster (Figura 3.2), como el que presenta el 4-NPB (Stout et
al., 1985).

Figura 3.2. Comparacion entre la actividad hidrolasa de la enzima colesterol esterasa

sobre los ésteres de colesterol (A) y el 4-Nitrofenilbutirato (B).

Para determinar la concentracién idénea de sustrato y enzima, asi como el
tiempo de reaccién, se analizaron 10 concentraciones de enzima (1,225 - 0,002 U/mL) y

4 concentraciones de sustrato (5, 2,5, 1,25 y 0,625 mM), en placas microtiter de fondo
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plano, en un volumen de reaccién de 200 pL con tampdn fosfato sddico (TPNa"). La
reaccion se prolongdé durante 23 minutos y se midioé absorbancia a 415 nm a intervalos

de 35 segundos en un lector de placas Microplate Reader 550 (Bio-Rad).

Al analizar los resultados se observd que, concentraciones de enzima de 0,038
U/mL o superior, provocaban que la reaccion llegara al equilibrio en pocos segundos
(Figura 3.3). Sin embargo, estableciendo 0,01 U/mL como concentracién de enzima
idénea, comprobamos que 2,5 mM de 4-NPB era una concentracion de sustrato éptima

para obtener una cinética lineal durante 900-1000 segundos de reaccion (Figura 3.4).

2,5 [ Enzima]
(U/mL)

#=1,225
=*=0,613
“70,306
==0,153
==0,077
0,038
=="0,019

0,010
“==70,005
==°0,002

Absorbancia (415 nm)

0 T T T 1
0 500 1000 1500 0

Tiempo (segundos)

Figura 3.3. Ensayo de diferentes concentraciones de enzima colesterol esterasa
(1,225 - 0,002 U/mL) sobre la cinética de hidrdlisis de 4-NPB 2,5 mM.
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Figura 3.4. Actividad de la enzima colesterol esterasa (0,01 U/mL) sobre
diferentes concentraciones de sustrato 4-NPB (5, 2,5, 1,25y 0,625 mM).
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Una vez establecidas las concentraciones de sustrato y enzima iddneas, se
probaron dos inhibidores de esta enzima como controles positivos:
dietilumberiferilfosfato (DEUP; Sigma-Aldrich) y 2-(Dietilamino)-6,7-dihidro-4H.5H-
ciclopenta[4,5]tieno[2,3-d][1,3]oxacin-4-one o Cholesterol Esterase Inhibitor 3 (Merck
KGaA), ambos disueltos en dimetilsulféxido. Los mejores resultados se obtuvieron con
DEUP en una concentracion 0,4 mM, que indujo una inhibicién completa de la actividad

enzimatica (Figura 3.5).
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mismo (control, ).

Finalmente comprobamos si la presencia de células bacterianas o restos
celulares interferiria en la metodologia desarrollada. Para ello, se incubaron 4
concentraciones de 4-nitrofenol (cromdéforo resultante de la hidrélisis de 4-NPB por la
enzima colesterol esterasa; Figura 3.2) con distintas concentraciones (5-109; 109; 5-10% v
10° bacterias/mL) de tres muestras de la coleccidn, por triplicado. Tras una incubacidn
de 15 minutos midiendo absorbancia a 415 nm cada 35 segundos no observamos
variaciones significativas de absorbancia entre el inicio y el final de la incubaciéon (Figura
3.6).
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Figura 3.6. Media de la absorbancia obtenida a 415 nm (t desviacidon
estandar) de 4 concentraciones 4-nitrofenol en presencia de 5.10°
bacterias/mL de la muestra MPB325, a tiempo 0 (azul) y tras 15 minutos

de incubacidon (naranja).

Protocolo para la medida de actividad colesterol esterasa

Una vez establecidas las concentraciones de sustrato y enzima idéneas, asi como
el tiempo de reaccién, se establecieron las siguientes condiciones de reaccion,
empleando la mezcla que se especifica en la tabla 3.14. Las muestras se ensayaron por
triplicado, asi como PBS” (Control -), DEUP 4 mM (Control +; disuelto en DMSO) y DMSO
(solvente del DEUP). Las reacciones se incubaron durante 600 segundos leyendo
absorbancia a 415 nm. La actividad enzimdtica se calculé en base a la pendiente de la

recta Asisnm VS. tiempo.

Tabla 3.14. Mezcla de reaccidon enzimatica

Componente Volumen (pL)
4-NPB5mM’ 100
Muestra 20
Enzima 0,2 U/mL" 10
TPNa" 70

.
L A
Preparado fresco en taurocolato sédico 5 mM"™.

*Disuelto en TPNa”®
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3.7.2. Protocolo y puesta a punto para la medida de actividad hidrolasa de

sales biliares (HSB)

La evaluaciéon de la desconjugacidon de sales biliares por accién de enzimas
hidrolasas (HSB) se determind con el reactivo o-ftalaldehido (OPA). El método se basa en
la reaccion entre el reactivo OPA vy la taurina (uno de los compuestos resultantes de
dicha desconjugacion; Figura 3.7) en presencia de un agente reductor, como puede ser
el B-mercaptoetanol o el ditiotreitol, para producir un compuesto isoindol con un

intenso pico de fluorescencia a 475 nm (Mou et al., 2002).

o o
pH9
H 50
+ H_-;.N MSDRH ,— Nw 3
H Tampodn borato
o] Taurina
OPA

Figura 3.7. Reaccidon entre el o-ftalaldehido (OPA) y la taurina para producir un

compuesto isoindol detectable mediante fluorescencia a 470 nm.

Protocolo para la medida de actividad hidrolasa de sales biliares

La cuantificacion de la actividad hidrolasa de sales biliares se llevé a cabo

siguiendo el procedimiento adjunto:

1. Incubar 180 pL de sales biliares (10 mg/mL) con 20 pL de muestra durante 2
horas a 37 ¢C.

2. Cuantificar la taurina liberada mezclando 10 pL de la reaccidn anterior con
100 pL de reactivo OPA*. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Afiadir 2 mL de NaOH y determinar fluorescencia (Ex. 340 nm/Em. 465 nm)
en lector GENios (TECAN).

La taurina liberada se calcula interpolando la fluorescencia de cada una de las

muestras en la recta de calibrado de taurina (0,16 a 5 mg/mL; Figura 3.8).
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Figura 3.8. Fluorescencia obtenida tras incubar distintas

concentraciones de taurina (0,16 — 5 mg/mL) con el reactivo OPA.

Los ensayos de cuantificacion de actividad HSB en las muestras de la coleccion

se realizaron por triplicado, expresando los resultados como la media de taurina

liberada y el intervalo de confianza de los valores obtenidos.

El método de cuantificacion se validd comprobando, por una parte, que la

fluorescencia basal debida a diferentes concentraciones de sales biliares (0,16 a 10

mg/mL) no hidrolizadas no interferia en el ensayo (datos no mostrados). Por otro lado,

analizamos 6 colonias aisladas de un producto comercial (Primacol®), cuyo fabricante

describe que contiene varias cepas de L. plantarum con actividad HSB. El método

desarrollado permitid detectar esta actividad en 4 aislados (Figura 3.9).

BSH (mg Taurina/mL/min)

O P N W & U1 OO N 00O O

C2

cé6 C7
Aislados

9

C12

Actividad

HSB, expresada como mg

Figura 3.9.

de taurina liberados por
mL y minuto tras la
incubacién de 6 colonias
aisladas de Primacol®
con sales biliares (10
mg/mL). Los datos que se
representan en la grafica
son la media de dos
réplicas y su intervalo de

confianza (a = 0,05).
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3.7.3. Medida de la citotoxicidad de las muestras de la coleccion

El analisis del efecto de las muestras de la coleccidn sobre la viabilidad de
cultivos celulares de mamifero se realizd en las lineas celulares RAW 264.7, 3T3L1 y
L929, debido a su rapido crecimiento, lo que permitié reducir la duracidn de los ensayos.
No obstante, los resultados obtenidos con algunas de las muestras de interés, se
confirmaron en ensayos realizados con la linea celular de enterocitos humanos HT-29,

completamente diferenciados.

El método empleado fue desarrollado por Mosmann (Mosmann, 1983),
modificado por Denizot y Lang (Denizot y Lang, 1986) y se basa en la reduccién de una
sal de tetrazolio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, MTT), soluble y de color
amarillo, a un formazdan insoluble y de color azul. Esta reduccidn la realiza la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa y se correlaciona con la funcionabilidad
mitocondrial y la viabilidad celular. La citotoxicidad de cada muestra se expresé como el

porcentaje de viabilidad que se obtiene mediante la férmula descrita en la figura 3.10.

o DO células con muestra
% Viabilidad = DO células control x 100

Figura 3.10. Férmula para el célculo de la viabilidad en

el ensayo de citotoxicidad.

El procedimiento que se llevd a cabo, para testar el efecto de las muestras que
componen la coleccidon sobre la viabilidad de tres lineas celulares (RAW 264.7, 3T3L1y

L929) es el siguiente:

1. Incubar las muestras a ensayar (20 pl) durante 18-24 horas con cultivos
confluentes de la linea celular en placas de 96 pocillos y 200 pL de medio de
cultivo.

2. Retirar el medio de cultivo y afladir 200 uL de medio de cultivo nuevo y 40
uL de solucién de MTT?. Incubar entre 2-4 horas hasta que se observen los

depdsitos intracelulares de formazan.
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3. Eliminar el medio de cultivo, lavar una vez con PBS" y disolver los depdsitos
con 100 pL de solucién de destefiido®, en agitacion, durante 10-15 minutos
a temperatura ambiente.

4, Medir absorbancia a 595 nm (con referencia a 630 nm) en un

espectrofotdmetro de placas Microplate Reader 550 (Bio-Rad).

3.7.4. Cuantificacion de la inhibicion de la absorcion de fluoresterol en

enterocitos

El andlogo fluorescente del colesterol, fluoresterol (NBD-Cholesterol, 22-(N-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Jamino)-23,24-bisnor-5-cholen-3B-ol; Invitrogen), es un
esterol sintético que contiene NBD como fluoréforo unido a la cadena alquilo del

colesterol (Figura 3.11).

NH
=N
-4
NO»y
HO HO

Fluoresterol Colesterol

Figura 3.11. Estructuras quimicas del fluoresterol y colesterol.

3.7.4.1. Preparacion de micelas

Los ensayos de absorcién de fluoresterol en enterocitos se llevaron a cabo con
dicha molécula fluorescente incorporada en micelas de fosfatidilcolina, con las
caracteristicas descritas en la tabla 3.15. Las micelas se prepararon el dia del ensayo a
partir de los siguientes stocks conservados a -20 °C: 1 mg/ml de fluoresterol (en etanol),
24 mM de fosfatidilcolina (en metanol) y 66 mM de taurocolato sédico (en PBS?). Para la

preparacion de 1 mL de micelas, se mezclaron 250 pL de fosfatidilcolina 24 mM y 100 pL
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de fluoresterol 1 mg/mL, se eliminaron los alcoholes por evaporacidén con una corriente
de nitrégeno, y el residuo obtenido se resuspendié en 333 uL de taurocolato 66 mM vy se

completd el volumen hasta 1 mL con PBS”.

Tabla 3.15. Resumen de las 2 concentraciones de
fluoresterol empleadas en los ensayos de absorcion de

fluoresterol en cultivos celulares.

A B
Fluoresterol (ug/mL stock) 100 10
Fluoresterol/micela (ug/mg) =10 =1
Fluoresterol/reaccion (ug/mL) 5 0,5

3.7.4.2. Cuantificacion de la absorcion de fluoresterol

Los ensayos de absorcion de fluoresterol se llevaron a cabo con cultivos de
enterocitos diferenciados en placas de 96 pocillos. Las muestras (20 pL) se incubaron
con los cultivos celulares durante 24 horas, y transcurrido este periodo se afiadieron 10
pL de micelas de fluoresterol (100 pug/mL generalmente) prolongando la incubacién 2
horas mas. Por ultimo, tras eliminar el medio de cultivo y lavar con PBS* dos veces, los
cultivos se disgregaron con 50 L de tripsina-EDTA” y se resuspendieron en 150 pL de
PBS. La cuantificaciéon del fluoresterol absorbido por parte de los cultivos celulares se

llevé a cabo mediante citometria.

Como controles positivos de inhibicion de la absorcién de fluoresterol se
emplearon los siguientes compuestos preparados tal y como se indica: galato de
epigalocatequinas (EGCG) 200 mM disuelto en agua destilada, B-sitosterol 1 mg/mL

disuelto en etanol absoluto y Ezetimiba (Ezetrol®) 1 mg/mL en metanol.

El efecto de cada muestra sobre la absorcidn de fluoresterol por los cultivos
celulares de enterocitos, se realizd por triplicado y los resultados se calcularon como la
media de los datos obtenidos * el intervalo de confianza con a = 0,05. En todos los

ensayos se incluyeron controles negativos, incubando los cultivos celulares con micelas
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de fluoresterol, que sirvieron como referencia para calcular el fluoresterol absorbido en

condiciones estandar (100 % de absorcion).

3.8. Citometria

Los ensayos de citometria se llevaron a cabo empleando un citémetro de flujo
FACSCalibur (Becton Dickson) dotado de un laser de i6n argén de 15 mW de potencia y
emision a 488 nm. Se analizaron entre 1.000 y 5.000 células de cada muestra y los datos
se procesaron con el software cytometer/CELLQuest (Becton Dickson). La fluorescencia
celular interna de cada muestra se calculé mediante la media geométrica de la

fluorescencia cuantificada en cada evento.

3.8.1. Citometria para andlisis de células eucariotas

Para comprobar absorcidn de fluoresterol por los cultivos celulares de
enterocitos, tras la incubacion de dichas células con las muestras (ver apartado 3.7.4.2),
el citdmetro se ajustd a la poblacidn celular, con amplificacién lineal: dispersién frontal
de luz laser (FSC), como medida de tamafio celular, y dispersion lateral de luz laser (SSC),
como medida de la complejidad celular, y, con amplificacion logaritmica: emisiéon de

fluorescencia a 550-650 (FL2) para detectar fluorescencia debida al fluoresterol.

3.8.2. Citometria para analisis de bacterias

Para comprobar la absorcidn de fluoresterol por las muestras bacterianas éstas
se incubaron a una concentracién de 10° ufc/mL con fluoresterol (5 ug/mL), empleando
PBS” como base de la reaccién, durante 2 horas a 37 C, en agitacion suave (150 rpm) y
oscuridad. A continuacion, se centrifugd durante 5 min a 3.000 g y se realizaron varios
lavados con PBS a fin de eliminar restos de micelas de fluoresterol. La deteccién de
células bacterianas mediante citometria se llevd a cabo tifilendo con bromuro de etidio

(10 pg/mL) en tampodn de tefiido”, durante 5 min en oscuridad. Posteriormente, se
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centrifugd y se lavd 2 veces con PBS. Por ultimo, se analizé la fluorescencia interna de la

muestra por citometria de flujo.

El citdmetro se ajusté a la poblacidn bacteriana, con amplificacion logaritmica:
dispersidn frontal de luz laser (FSC), como medida de tamano celular, dispersién lateral
de luz laser (SSC), como medida de la complejidad celular, emisién de fluorescencia a
560 (FL1), fluorescencia debida al fluoresterol y emisién de fluorescencia a 616 (FL3),

fluorescencia debida al bromuro de etidio.

3.9. Microscopia
3.9.1. Microscopia de fluorescencia en cultivos celulares

La internalizacion del fluoresterol en las células Caco-2, HT-29 y DIEC, se pudo
comprobar a los 90 minutos de incubacion con fluoresterol (5 pg/mL), mediante
microscopia de fluorescencia en un equipo Axiovert 200 de Zeiss. Se utilizd un filtro 09,

con longitud de onda de excitacién de 450-490 nm y 515 de emision.

3.9.2. Microscopia confocal

En los ensayos de asimilacion de fluoresterol por las muestras bacterianas se
incubaron dichas muestras (10° ufc/mL) con fluoresterol (5 ug/mL), empleando PBS*
como medio, durante 2 horas a 37 2C, en agitacién suave (150 rpm) y en oscuridad. A
continuacioén, se centrifugd durante 5 min a 3.000 g y se realizaron 3 lavados con PBS a
fin de eliminar los restos de micelas de fluoresterol. Por ultimo, se incubaron las
muestras con 1 pg/mL de DAPI durante 10 minutos empleando PBS como medio, en un
volumen total de 100 plL. Tras centrifugar durante 3 minutos a 3.000 g y realizar 2
lavados con PBS, se afiadieron 12 pL de medio de montaje PromoFluor Antiface Reagent
(PromoKine) y se visualizé en un microscopio (Microscopio invertido Leica DMI6000),
con longitudes de onda de excitacidn 405 nm y emisidon 511-549 nm para DAPI; y

excitacidn a 458 nm y emisidon a 511-549 nm para fluoresterol.
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3.9.3. Microscopia electrénica

Las fotografias de microscopia electrénica, asi como el procesamiento de las
muestras para tal fin, se llevaron a cabo por el equipo del Dr. José Manuel Dominguez
del Departamento de Quimica Inorgdanica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Granada, en un microscopio electrénico de transmisién Carl Zeiss LEO 906E.

3.10. Manipulacion de acidos nucleicos

3.10.1. Extraccion de ARN

Todo el material y reactivos utilizados para la extraccidon y manipulaciéon de ARN
se encontrd libre de enzimas nucleasas. Los materiales y equipos se trataron con
perdxido de hidrégeno al 30 % (p/p), posteriormente enjuagado con agua libre de
ARNasas. Las soluciones acuosas empleadas se trataron con dietilpirocarbonato (DEPC) a
una concentracién de 0,1 % (v/v) en agitacidn durante al menos 3 horas, esterilizindose

posteriormente en autoclave para degradar el DEPC.

La extraccidon de ARN a partir de cultivos de células HT-29 se realizé con cultivos
en placas de 24 pocillos tras 14 dias de incubacion. Después de la disgregacion de los
cultivos con Tripsina-EDTA”, las células se recogieron y lavaron con PBS* mediante
centrifugacidn a 1.500 rpm durante 5 minutos. El pellet de células se suspendié en 1 mL
de una solucién de tiocianato de guanidina y fenol, TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) y se

almacené a -80 °C.
En el caso de bacterias, se empled la biomasa obtenida de 7,5 mL de cultivo;

lavada con PBS y conservada a -80 2C. En el momento de la extraccidn se mezcldé con 1
mL de TRI Reagent®.
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A partir de este punto, el protocolo de extraccidbn de ARN es el mismo,

independientemente del origen de la muestra, y se basa en la utilizacién de tiocianato

de guanidina, fenol y cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987).
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Al mililitro de TRI Reagent® en el que se encuentra la muestra, se adiciona
200 pL de cloroformo. Se agita vigorosamente con vértex y se deja reposar
2-3 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifuga a 12.000 g a 4 2C durante 15 minutos, se recoge la fase
superior acuosa y se pasa a un nuevo tubo de 1,5 mL.

Se adicionan 250 uL de TRI Reagent® y 50 pL de cloroformo. Se agita
vigorosamente con vértex y se deja reposar a temperatura ambiente
durante 2-3 minutos. Se centrifuga a 12.000 g y 4 2C durante 15 minutos. Se
recoge la fase superior acuosa y se pasa a un nuevo tubo de 1,5 mL

Se repite de nuevo el paso anterior de separacién (paso 3).

Se precipita el ARN afiadiendo 750 pL de isopropanol (0,5 mL de
isopropanol por cada 1 mL de TRl Reagent® empleado). Se incuba durante
al menos 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 12.000gy 4
oC durante 10 minutos.

Se elimina el sobrenadante y se lava el ARN con 1 mL de etanol 70 % (v/v)
en agua-DEPC. Se agita y se centrifuga a 7.500 g y 4 2C durante 5 minutos.
Se retira el etanol y se repite el lavado en las mismas condiciones del paso
anterior (paso 6).

Se retira todo el etanol y se deja secar el pellet a temperatura ambiente
durante no mds de 10 minutos.

Se disuelve el pellet en 43 uL de agua-DEPC y se trata con 10 U de enzima
ADNasa | (Roche), para degradar el ADN gendémico que pueda quedar en la
muestra. Se incuba durante 20 minutos a 37 2C.

Se repiten los pasos 3, 5, 6, 7 y 8. Finalmente se resuspende en 30 uL de
agua libre de ARNasas (Molecular Biology Grade Water, 5 Prime). Una vez

disuelto se almacena a -80 °C.
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La calidad del ARN purificado se determind mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%, comprobando el estado de los fragmentos del ARN ribosémico. La
concentraciéon de ARN y presencia de compuestos contaminantes se evalué mediante
espectroscopia UV, asumiendo que 1 unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40
ug/mL de ARN de hebra sencilla. La proporcidn entre las lecturas hechas a 260 nm y 280
nmM (OD,0:0D,50) se empled para estimar la pureza de los acidos nucleicos, con un valor
Optimo préximo a 2 para muestras de ARN. Este analisis se realizé con 2 pL de ARN en

un equipo NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences).

3.10.2. Retrotranscripcion

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc), necesario como molde para los
ensayos de cuantificacion mediante PCR, se utilizaron entre 0,3 — 3 pug de ARN total
(dependiendo del ensayo) y el kit AffinityScript’™ QPCR c¢DNA Synthesis (Agilent

Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para cada reaccidn de retrotranscripcién y teniendo en cuenta el origen de la
muestra, eucariota o procariota, se prepararon las mezclas indicadas en la tabla 3.16.
Posteriormente, la mezcla de reacciéon se incubd en un termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf) durante 5 minutos a 25 2C, posteriormente 45 minutos a 42 2C y,
por ultimo, 5 minutos a 95 2C. Las muestras de ADNc obtenidas se conservaron a -20 2C

hasta su utilizacién.

Tabla 3.16. Mezcla de reaccidén para las reacciones de retrotranscripcién

Reactivo Eucariotas Procariotas
Master Mix (2X) 10 uL 10 uL
Oligo(dT) primer (0,1 pg/mL) 2,55 uL -
Random primers (0,1 pug/mL) 0,45 pL 3uL
AffinityScript RT/RNase block enzyme mixture 1uL 1ul
Muestra 0,35 ug 05-3 p.g*
Agua Hasta 20 plL Hasta 20 plL

*Dependiendo del ensayo
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3.10.3. Aislamiento de ADN gendémico bacteriano

Se utilizé el kit comercial ATP™ Genomic DNA Mini Kit (ATP biotech Inc.) para
procesar muestras de biomasa obtenidas de 1-5 mL de cultivo, siguiendo las

instrucciones proporcionadas por el fabricante para bacterias Gram positivas.

Al finalizar la lisis celular y antes de proceder a unir el ADN a la columna, es
conveniente tratar las muestras con ARNasa A para eliminar el ARN que pueda quedar
tras la lisis. Para ello, se afladieron 5 pL de ARNasa A* 10 mg/mL y se incubd la reaccidn
durante 30 minutos a 37 2C. Al finalizar todo el protocolo, se resuspendié el ADN en 30-
50 uL de tampdn de elucién previamente calentado a 70 2C, y para un mejor
rendimiento de la extraccidn se pasé el mismo eluido 2 veces por la misma columna. Las
muestras se almacenaron a 4 2C para periodos cortos de tiempo o a -20 2C para

almacenamientos largos.

Al igual que en las extracciones de ARN, para conocer la concentracion de ADN e
integridad del mismo se realizdé un gel de agarosa al 0,8 %. Asimismo, se comprobd la

cantidad de ADN mediante espectrometria UV.

3.10.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En los ensayos de este trabajo se emplearon dos tipos de PCR: la PCR
convencional y la PCR a tiempo real. Ambas constan de 3 pasos: desnaturalizacion a 94 —
96 2C durante 30 — 60 segundos, seguido de una hibridacién a 37 — 70 2C durante 30 —
60 segundos, temperatura que se establece en base a 5 2C por debajo de la temperatura
de fusién (Tm) de los cebadores, y una etapa de extension a 68 — 72 2C y cuyo tiempo

dependerd del tamafio del fragmento a amplificar.

En el caso de la PCR a tiempo real o cuantitativa (qPCR), al final de la PCR se
realizd una curva de disociacién que resulta de aumentar gradualmente la temperatura
de reaccion hasta conseguir la desnaturalizacion total del ADN, finalizando a 95 2C

durante 1 min. La lectura de fluorescencia durante este proceso de desnaturalizacién
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permite analizar la temperatura de disociacién de los fragmentos de ADN en funcién de

su tamafio y detectar si hay uno o varios fragmentos amplificados.

En el presente trabajo se ha utilizado la enzima Tag DNA Polymerase (5 Prime
GmbH) para las PCR convencionales y PerfecTa® SYBR® Green SuperMix, Low ROX™
(Quanta Biosciences) para PCR cuantitativa (qPCR). Las mezclas de reaccién para PCR
convencionales se incubaron en un equipo iCycler (Bio-Rad), mientras que para qPCR se

utilizd un equipo Mx3005P (Agilent Technologies).

3.10.4.1. Andlisis por PCR convencional

La deteccién y amplificacion de determinados fragmentos de ADN se llevd a
cabo a partir de ADN gendmico (ver apartado 3.10.3) y la mezcla de reaccion de PCR que

se resume en la tabla 3.17.

Tabla 3.17. Mezcla de reacciéon estandar para PCR
convencional.

Componente Conc. Stock Volumen (pL)*
Tampdn Taq Polimerasa 10x 2

Oligo directo 10 uM 1

Oligo reverso 10 uM 1
dNTPs 10 mM 0,5
Molde ADNc 100 pg
Taq Polimerasa 5U/uL 0,125

*Volumen total a completar con agua destilada hasta 20 plL.

3.10.4.2. Andlisis por PCR cuantitativa

En el andlisis de la expresidon génica se partié de ADNc sintetizado a partir de
ARN total (ver apartado 3.10.2) y la mezcla de reaccidon de PCR se resume en la tabla
3.18. Las reacciones se estandarizaron utilizando como molde concentraciones similares

de ADN complementario.
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Tabla 3.18. Mezcla de reaccidn estandar para el andlisis mediante gPCR.

Componente Conc. Stock Volumen (uL)*
PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix, Low roX™ 2x 10

Oligo directo 10 um 0,4

Oligo reverso 10 uMm 0,4
Molde ADNc 150 pg

*Volumen total a completar con agua destilada hasta 20 pL.

Expresion de los resultados en los experimentos de expresidn génica

Los analisis de expresion génica se realizaron a partir de los valores Ct obtenidos
en los ensayos de amplificacién mediante PCR cuantitativa (apartado 3.10.4.2). Se
empled el método AACt (Pfaffl, 2001) que permite determinar la expresidn relativa de
un gen concreto en dos condiciones de ensayo (control y con tratamiento),
normalizando la expresién de dicho gen en relacidon con los valores de expresion de
genes control (Tabla 3.19). En nuestros experimentos seleccionamos el gen de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa como control, tanto para los ensayos con

células procariotas como con eucariotas.
Los datos de expresiéon génica se normalizaron mediante transformacion

logaritmica y se recurrié al método descrito por Willems (Willems et al., 2008) para el

tratamiento de datos obtenidos en distintos ensayos.

Tabla 3.19. Calculos para la expresidon génica relativa

Gen estudio Ctoa
Ct grupo tratado
Gen control Ctea
Gen estudio Ctrms
Ct grupo control
Gen control Ctes
Act Grupo tratado ACt, = Ctoa — Ctea
Grupo control ACt. = Ct,g — Ct,
AACt AACt = ACt, - ACt,
Expresion relativa 20
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3.11. Hibridacion substractiva

La hibridacién substractiva por supresidon (SSH) es una metodologia molecular
empleada para identificar genes que se expresan diferencialmente (Diatchenko et al.,
1996) en dos muestras distintas. De forma general, el procedimiento consiste en
hibridar moléculas de ADNc provenientes de la muestra prueba (tester) con un exceso
de ADNc proveniente de una muestra control (driver). El ADNc tester estard marcado
con unos adaptadores que permiten separar los hibridos entre ambas condiciones
(tester-driver), que son los genes que se expresan en ambos casos, de los genes (tester-
tester) que sélo se expresan en una de las condiciones (en la muestra prueba
denominada tester) y que gracias a los adaptadores se amplifican mediante PCR (Figura
3.12).

3.11.1. Aislamiento de ARN;cta

El ARN total se aislé6 como se especifica en el apartado 3.10.1. Una vez extraido
se disolvieron 3 pg de ARN,y en un volumen total de 3 pL de agua libre de ARNasas (5
Prime). Estas muestras de ARN se emplearon como sustrato para los procedimientos
indicados por el fabricante del kit PCR-Select™ cDNA subtraction (Clontech

Laboratories).

3.11.2. Sintesis de ADNc de doble hebra

En este paso sintetizamos el ADNc correspondiente al tester y driver a partir del
ARN aislado en el apartado 3.11.1. Debido a que empleamos ARN procariota, utilizamos
1 uL de Random Primers (10 pM; AffinityScript™ QPCR cDNA Synthesis, Agilent

Technologies), en lugar del cDNA Synthesis Primer que proporciona el kit.
Para eliminar todo el ARN que no se retrotranscribié, se traté la muestra, tras

calentarla a 70 °C durante 10 minutos, con 1 pL de ARNasa A* 10 mg/mL y se incubd la

reaccién durante 30 minutos a 37 2C. Las muestras resultantes se conservaron a -20 eC.
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Tester con adaptador 1 . Tester con adaptador 2R
Driver(en exceso)
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]
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d (desnaturalizado)
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Figura 3.12. Esquema del proceso de hibridacion substractiva por supresion (SSH). Las
moléculas tipo “e” contienen las secuencias que se sobreexpresan en la condicidon tester.
Las lineas sdlidas son el resultado de la digestion del ADN complementario, tester y
driver, por la enzima Rsa |. Los cuadros de colores representan a los adaptadores, cuyos
colores varian dependiendo de los cebadores que amplifican: rojo para Primer 1, azul para
Primer 1 Nested y verde para Primer 2R Nested.

94



3. Materiales y Métodos

3.11.3. Digestion con la enzima Rsa |

Tanto la muestra que actla como tester como el driver fueron digeridos por la
enzima de restriccidén Rsa |. La finalidad es generar fragmentos de ADNc pequeiios, y con
extremos romos, a los cuales, posteriormente, en el caso de la muestra tester se unen

los adaptadores.

3.11.4. Unién de adaptadores

La muestra tester se dividido en dos alicuotas a las que se ligd un adaptador
diferente (adaptador 1 y adaptador 2R). Los extremos de los adaptadores no tienen
grupos fosfato, por lo que cada adaptador se unird solo al extremo 5’ de las hebras que

componen la doble cadena de ADNc.

3.11.5. Primera hibridacion

La primera de las dos hibridaciones sucesivas se llevé a cabo a fin de enriquecer
las secuencias que se expresan de manera diferencial en la muestra tester. Para ello
afiadimos ADNCc driver en exceso a cada una de las alicuotas de la muestra tester. A
continuacién, mediante desnaturalizacion térmica y enfriamiento, permitimos la
hibridacion y generacion de moléculas tester-driver, tester-tester, driver-driver y hebras
de cadena sencilla (Figura 3.12: moléculas c, b, d y a, respectivamente). A pesar del
predominio de la hibridacion entre tester-tester, en la reaccion abundan moléculas de
ADNCc tester de cadena sencilla (desemparejadas), que confieren a la mezcla una mayor
concentracién de secuencias de ADN de hebra sencilla correspondientes a genes

expresados en mayor grado en la condicidn tester.

3.11.6. Segunda hibridacién

En este paso mezclamos las dos primeras hibridaciones y, de nuevo, exceso de

driver desnaturalizado, que se une a las moléculas “a” de la figura 3.12, con el objeto de
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obtener hebras hibridas que posean el adaptador 1y el adaptador 2R, correspondiente a

aquellos genes que se expresan de forma diferencial (Figura 3.12: moléculas e).

3.11.7. Primera amplificacion mediante PCR del producto de las hibridaciones

La primera amplificacién por PCR se lleva a cabo con el cebador Primer 1, que se
une a los dos adaptadores (Tabla 3.20). En este paso se somete a toda la poblacion de
moléculas a una supresidn por PCR, en la cual sélo amplifican de forma exponencial las
secuencias expresadas de forma diferencial. Teniendo en cuenta la figura 3.12, las
moléculas “@” y “d” no se amplifican porque no se pueden unir los cebadores; las
moléculas “b” no se amplifican exponencialmente, puesto que durante Ia
desnaturalizacion de la PCR se recircularizaran (figura 3.12, moléculas b’) y a las
moléculas “c” sélo se puede unir uno de los adaptadores, por lo que tampoco se
amplificardn. Por consiguiente, sélo se produce amplificacién exponencial de las

moléculas “e”, que poseen ambos adaptadores.

Tabla 3.20. Mezcla de reaccion para la primera amplificacién por
PCR del producto de la segunda hibridacion.

Reactivo Volumen por reaccién (pL)
Agua estéril 10,75

Tampdn de reaccion de PCR 10X 2,5

Mezcla de dNTP (10 mM) 0,5

Primer 1 (10 uM) 1*

Master Taq (5 U/uL) (5 Prime) 0,25

*La reaccion control positivo contiene 1 uL de GAPDH_Lreu_D (10 uM) vy
1 pL de GAPDH_Lreu_R (10 pM), por lo que se ajusta el volumen al resto

de reacciones afladiendo 9,75 uL de agua estéril.

Las reacciones se llevan a cabo con 10 pL de una dilucidn 1/10 del producto de la
segunda hibridacion (ver apartado 3.11.6), con agua como control negativo y con ADNc

del gen GAPDH (250 pg) como control positivo. La mezcla de reaccion (Tabla 3.20) se
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sometid a un ciclo de 5 minutos a 75 2C, seguido de otro ciclo de 25 segundos a 94 2C y,

por ultimo, 40 ciclos de 10 segundos a 94 2C, 30 segundos a 66 2Cy 1,5 minutos a 72 2C.

3.11.8. Segunda amplificacion mediante PCR del producto de las hibridaciones

La segunda amplificacién por PCR del producto de la hibridacidn substractiva se
llevé a cabo con los oligos Nested para reducir los productos de PCR que puedan
interferir en los resultados y enriquecer el producto en secuencias que se expresan de
manera diferencial. El proceso se realizé siguiendo las instrucciones proporcionadas por

el kit salvo que se aumentd el nimero de ciclos de PCR de 12 a 30 ciclos.

Una vez amplificados los fragmentos que se expresan en mayor grado en una
condicidn que en otra, se procedid a clonar dichos fragmentos en un plasmido funcional

en E. coli.

3.12. Ligacion de moléculas de ADN

El resultado de la segunda amplificacion por PCR del producto de las
hibridaciones (ver apartado 3.11.8) se inserté en vectores pGEM-T a fin de clonar y
amplificar dichos fragmentos mediante transformacion de E. coli. Para ligar los extremos
lineales de las moléculas de ADN se utilizé la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4
(Roche). Esta enzima cataliza la formacién de enlaces fosfodiester entre extremos 3’-
hidroxilo y 5'-fosfato entre moléculas de ADN de doble cadena. El protocolo es el

siguiente:

1. Se mezclan 7 L del producto de PCR obtenido en el apartado 3.11.8 con 1 plL
de vector pGEM-T (50 ng; Promega).

2. Seafiade 1 pL de tampdn de ligacion 10x (Tris-HCI 0,66 M; MgCl2 0,05 M; DTT
0,05 M; ATP 0,01M; pH 7,5) y se afiade 1 pL de ADN ligasa (1 U/uL; Roche).
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3. Se mezclan bien todos los componentes y se da un breve pulso en la
centrifuga.

4. Seincuba la reaccién durante 12 ha 4 °C.
Por ultimo, los productos de esta reaccién de ligacién son utilizados para

transformar células electrocompetentes de la cepa E. coli Endura™.

3.13. Transformacion de E. coli y obtencion de ADN plasmidico

La transformacion genética es un proceso en el que un microorganismo capta e
incorpora a su dotacion genética ADN ajeno. En este caso, el ADN resultante de la
hibridacidn substractiva (ver apartado 3.11) se incorpord a un plasmido como vector de
clonacién (ver apartado 3.12) y con dicho plasmido se transformd la cepa de E. coli

Endura™ ElectroCompetent.

3.13.1. Transformacion de E. coli por electroporacion

La electroporacién es una técnica en la que las células se exponen a campos
eléctricos pulsados, de tan solo unos milisegundos, para incrementar su permeabilidad a
moléculas de ADN. En este caso, se utilizaron células electrocompetentes comerciales

Endura™ (Lucigen) y se transformaron con el siguiente protocolo:

1. Se afiade 1 pL de ADN, producto de la ligacion (ver apartado 3.12) a 25 pL
de células electrocompetentes que previamente se han descongelado en
hielo.

2. Se transfiere la mezcla de células y ADN a una cubeta de electroporacién de
0,2 cm (Bio-Rad) incubada en hielo.

3. Se realiza la electroporacién mediante un pulso de 2500 V. La duracion del
pulso debe ser 4-5 milisegundos para obtener una buena eficiencia de

transformacion.
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4, Se afiaden 975 uL de Recovery Medium en la cubeta de transformacién, se
mezcla con la pipeta y se recoge la mezcla en un tubo de 1,5 mL.

5. Se incuba a 37 2C durante 1 h y 250 rpm de agitacidn.

6. Se siembra la suspensidon de células en medio LB sélido con ampicilina (100

ug/ml), y se incuban las placas a 37 eC durante 18 — 20 horas.

3.13.2. Deteccion de colonias portando plasmidos recombinantes

La deteccidon de colonias transformadas con el plasmido pGEM-T portador de

insertos, se realiz6 mediante PCR con los oligonucledtidos T7 y SP6, que flanquean el
sitio de insercion.

Para ello se utiliz6 como molde 5 plL de suspensiones bacterianas (1 colonia en
20 plL de agua destilada) en reacciones de PCR convencionales con los oligonucleétidos

citados a una concentracion de 1.000 nM (Tabla 3.21) y un perfil térmico detallado en la
tabla 3.22.

Tabla 3.21. Mezcla de reaccién de PCR para deteccidn
de plasmidos con inserto

Reactivo Volumen por reaccién (uL)
Agua estéril 9,87

Tampdn 10 x 2,5

Mezcla dNTP (10 mM) 0,5

Primer T7 (10 uM) 1

Primer SP6 (10 uM) 1

Taq polimerasa (5U/mL) 0,125

Tabla 3.22. Perfil térmico de PCR para
deteccion de plasmidos con inserto.

1 Ciclo 2mina952eC
30 segundos a 95 2C
35 Ciclos 30 segundos a 48 2C
30 segundos a 72 2C
1 Ciclo 2mina72°C
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Los amplicones generados se resolvieron en geles de agarosa al 1,5 %. Todos los
fragmentos de ADN superiores a 126 pb (amplicon generado por pGEM-T recircularizado

como molde), se consideraron procedentes de plasmidos recombinantes, con inserto.

3.13.3. Minipreparaciones de ADN plasmidico (minipreps)

El aislamiento de ADN plasmidico de E. coli a pequefia escala, se llevé a cabo a
partir de cultivos de 1 — 2 mL en medio Terrific Broth con ampicilina, inoculados con una
colonia de E. coli, durante 12 horas a 37 2Cy 250 rpm de agitacién. La purificacidn de los
plasmidos se realiz6 mediante el kit NucleoSpin® (Macherey-Nagel), siguiendo las

instrucciones que facilita el fabricante.

3.14. Purificacion de extractos de proteinas

Para extraer proteina de muestras bacterianas, resuspendimos la biomasa en
tampdn TPK* 100 mM pH 6 a una concentracién de 200 mg/mL en funcién del peso
humedo de la muestra. A continuacion, se lisaron las células con esferas de vidrio en el
homogeneizador FastPrep-24 (MP Biomedicals LCC) mediante 10 pulsos de 5 segundos a
maxima velocidad. Las esferas de vidrio utilizadas fueron previamente lavadas con acido
para eliminar restos de materia organica (incubaciéon en HCl 5,8 M durante 1 hora y
lavados extensivos con agua ultra filtrada). Una vez lisadas las células, se recogié el
sobrenadante y se cuantifico la proteina liberada segun el método descrito por Bradford

(Bradford, 1976), usando albumina sérica bovina como patrén.

3.15. Electroforesis de macromoléculas
3.15.1. Electroforesis de ARN

Para analizar las muestras de ARN extraidas (ver apartados 3.10.1 y 3.11.1) se

utilizaron geles de agarosa (Agarose D-1 low EEO-GCT, Pronadisa) al 1 % en tampdn TAE
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1X (5 Prime). Como marcador de peso molecular se empleé ADN de fago Lambda
digerido con Hind Ill (Thermo Fisher Scientific). La electroforesis se llevé a cabo con una
diferencia de potencial de 80-100 voltios, durante un tiempo variable en funcién de Ila
longitud de los fragmentos de ARN esperados, en equipos Mini Sub-Cell GT (Bio-Rad). La
visualizacién de las bandas electroforéticas bajo luz UV se realizé en el equipo Gene
Genius Gel Imaging System (Syngene). Esta técnica permite comprobar la presencia de
ADN gendmico, que se revela como una banda electroforética de peso molecular
aparente superior a 25 — 30 kb, asi como la concentracion y posible degradacién de la
muestra de ARN.

3.15.2. Electroforesis de ADN

Para analizar las muestras de ADN extraidas en el apartado 3.10.3, asi como
productos de PCR, utilizamos geles de agarosa (Agarose D-1 low EEO-GCT Pronadisa) al
0,5 - 1,5 %, dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar, en tampdn TAE 1X (5
Prime). Como marcadores de peso molecular en la electroforesis utilizamos los
siguientes marcadores: 1 kb, Ill, VIl y 100 pb (Thermo Fisher Scientific) segun el ensayo.
La electroforesis se llevd a cabo con una diferencia de potencial de 80-100 voltios
durante un tiempo variable en funcidn de la longitud, el porcentaje de agarosa del gel y
el tamafio de los fragmentos de ADN esperado en equipos Mini Sub-Cell GT (Bio-Rad). La
visualizacidn de las bandas electroforéticas bajo luz UV se realiz6 en el equipo Gene

Genius Gel Imaging System (Syngene).

3.15.3. Electroforesis de proteinas

3.15.3.1. Geles desnaturalizantes

En el presente trabajo se prepararon dos tipos de geles de proteinas, empleando
poliacrilamida como soporte: geles en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y geles
en condiciones seminativas para la deteccidn de actividades enzimaticas (zimogramas),

ambos al 8 % de poliacrilamida. Para desarrollar dichos geles, cuya composicidén se
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detalla en la tabla 3.23, se utilizé el equipo Mini Protean® 3 Electrophoresis Cell (Bio-

Rad) con el tampén de electrodos” que se indica.

Tabla 3.23. Composiciéon de los geles desnaturalizantes.

Componente Gel separador¥ Gel concentrante
Agua ultra pura 3,3mL 1,525 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2mL -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - 0,625 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30 % 2,135 mL 0,32 mL

SDS 10 % 80 pL 25 uL

PSA 10 % 80 pL 12,5 uL
TEMED 8 uL 2,5uL

¥Tras afiadir el gel separador al molde y para crear un frente recto, se afade
isopropanol, una vez polimerizado el gel separador, se elimina el isopropanol y

se aflade el gel concentrante.

Una vez finalizada la electroforesis, las bandas de los geles SDS-PAGE, se
visualizaron sumergiendo el gel en una solucién azul de Coomasie® durante 30-120

minutos y eliminando el exceso de colorante con solucién de destefiido”.

La masa molecular de las proteinas presentes en las muestras fue determinada
por comparacién con el marcador molecular SDS-PAGE Unstained Standards Broad

Range (Bio-Rad), con un rango de 6.500 a 200.000 Da.

3.15.3.2. Zimogramas

Los geles que se prepararon en condiciones semi-nativas, en ausencia de B-
mercaptoetanol y sin hervir las muestras antes de cargarse en el gel. Como indicador de
actividad litica se incorpord al gel separador (Tabla 3.23) M. luteus (400 uL de M. luteus,
10 mg/mL en PBS" y autoclavado, para 8 mL de gel). Una vez finalizada la electroforesis,
con un voltaje constante de 180 V, los geles se incubaron en 200 mL de TPK* 50 mM pH

6,5 0,1 % Tritébn X-100 durante 14-16 horas para eliminar el SDS y facilitar la
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renaturalizacién de las proteinas. Posteriormente, se tifieron durante 2 horas con azul
de metileno® y se destifieron con agua destilada. Las bandas electroforéticas con
actividad litica se muestran en negativo sobre el fondo azul obtenido por tincidn de las

células de M. luteus.

3.16. Transferencia de macromoléculas

3.16.1. Transferencia de ADN mediante vacio (Southern blot)

Una vez finalizada la electroforesis en agarosa (ver apartado 3.15.2), la

transferencia de las moléculas de ADN se realizé siguiendo este procedimiento:

1. Se sumerge el gel de agarosa en HCl 0,25 N durante 15 min en agitacion
suave.

2. Se elimina la solucidn de HCl y se lava el gel varias veces con agua destilada.

3. Se desnaturaliza el gel en una solucién de NaOH 0,5 N durante 30 minutos

en agitacion suave.

4. Se transfiere a una solucién SSC 10X* hasta el momento en el que se
transfiere al sistema de vacio. En este caso se empled un Model 785
Vacuum Blotter (Bio-Rad). El proceso se llevo a cabo durante 90 minutos a 5
pulgadas de mercurio de vacio. Se puede confirmar la transferencia de ADN
mediante tincion del gel con bromuro de etidio.

5. Sumergimos la membrana de nylon en una solucién SSC 2x* durante 5
minutos y secamos entre dos laminas de papel de filtro.

6. Por ultimo, se somete a la membrana a un proceso de fijacidon por UV en el

equipo Stratalinker 1800 (Stratagene).
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3.16.2. Transferencia directa de ADN mediante sistema de vacio (Dot blot)

La transferencia directa de muestras de ADN a filtros de nylon se realizd de la

siguiente forma:

1. La muestra de ADN se mezclé con 250 puL de una solucién NaOH 0,4 M,
EDTA 10 mM y se calentd durante 10 minutos a 100 2C para desnaturalizar
la muestra.

2. Inmediatamente después, y para evitar que las hebras vuelvan a hibridar se
anadieron 250 pL de acetato amdnico 2 M pH 7 manteniendo la mezcla en

hielo.

Una vez montada la membrana de nylon en el equipo Bio-Dot® SF Microfiltration
(Bio-Rad) y humedecer los pocillos con agua, se trasvasaron las muestras a los pocillos
seleccionados. Aplicando vacio, se afiadieron 500 pL de NaOH 0,4 M en cada uno de los
pocillos. Tras succionar esta solucion, desmontamos el equipo, sumergimos la
membrana de nylon en una solucién SSC 2x* durante 5 minutos y secamos entre dos
[dminas de papel de filtro. Por ultimo, sometimos a la membrana a un proceso de

fijacion en el equipo UV Stratalinker 1800 (Stratagene).

3.17. Hibridacion de acidos nucleicos

3.17.1. Marcaje de las sondas

Empleamos como sondas amplicones de PCR purificados mediante electroforesis
en geles de agarosa. El marcaje de fragmentos de ADN como sondas de hibridacidn, se
realizé con el kit DNA Dig-High Prime (Roche). EI ADN obtenido se desnaturalizé a 100 2C
durante 10 minutos. Inmediatamente después se enfrid en hielo, se afiadieron 4 uL de
reactivo Dig-High Prime (Roche) y se incubd la mezcla durante 14-16 horas a 37 2C. Por
dltimo, se afiadié tampdn TE* hasta un volumen de 500 pL para detener la reaccién de
sintesis de ADN.
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3.17.2. Prehibridacion e hibridacion

El proceso de hibridacién comenzd con una incubacién de los filtros con la
solucion Dig Easy Hyb (DIG Easy Hyb Granules, Roche) durante 30 minutos a 42 2C, en
agitacion constante. A continuacién, se desnaturalizaron las sondas marcadas,
sometiéndolas a 100 2C durante 10 minutos y 5 minutos en hielo para posteriormente
ser afiadidas a una solucion de Dig Easy Hyb fresca. Una vez retirada la solucion de
prehibridacion, afadimos la mezcla conteniendo la sonda marcada y se incubd a 42 eC
durante 14-16 horas. Tanto la prehibridacion como la hibridacién se llevaron a cabo en

un horno de hibridacion (Amersham, GE Healthcare Life Sciences).

3.17.3. Deteccion

El proceso de deteccién de las sondas comenzd por dos lavados de 5 minutos a
25 °C con SSC 2x" y SDS al 0,1 % en agitacién constante. A continuacion, realizamos
otros dos lavados, pero de 15 minutos a 65 2C con SSC 0,5x al 0,1 % SDS en agitacion

constante. Por ultimo procedimos al revelado, mediante el siguiente protocolo:

1. Se incuba el filtro hibridado durante 30 minutos con 100 mL de solucidén de
bloqueo®.

Se incuba durante 30 minutos con 20 mL de la solucién de anticuerpo”.

Se realizan 2 lavados de 15 minutos con tampén de lavado®.

Se equilibra durante 5 minutos con tampdn de deteccién®.

v W

Se incuba con sustrato cromogénico de la fosfatasa alcalina (40 pL de
NBT/BCIP por cada 2 mL de tampdn de deteccidn) en oscuridad y se para la

reaccién mediante lavados con agua.

105



3. Materiales y Métodos

3.18. Deteccion de peptidoglicano

La cuantificacion de peptidoglicano en muestras bacterianas se realizd
indirectamente cuantificando el acido murdmico. Las muestras bacterianas se lavaron
extensivamente con NaCl 0,9 % y se resuspendieron en PBS". Se lisaron las células con
esferas de vidrio en un homogeneizador FastPrep-24 (MP Biomedicals LCC, Francia)
mediante 20 pulsos de 5 segundos a maxima velocidad. A continuacién, las muestras
recogidas mediante centrifugacion, se incubaron en SDS 8% a 100 2C durante 30
minutos. A continuacidn, se realizaron lavados exhaustivos con agua destilada hasta
eliminar el SDS. Por ultimo, se resuspendieron las muestras lisadas en agua destilada, y
se determind la concentracidon de peptidoglicano empleando el método descrito por

Hoijer (Hoijer et al., 1995), mediante el siguiente protocolo:

1. Se hidroliza el acido muramico, liberandose acido lactico, afiadiendo al
lisado celular el mismo volumen de H,SO, 5 M. Se incuba durante 2 horas a
90 °C.

2. Se enfria a temperatura ambiente y se neutraliza afiadiendo un volumen de
NaOH 10 M por volumen de H,SO,. Se completa el volumen con agua hasta
750 pL.

3. Se recogen 100 pL (y 33 plL de sobrenadante tras la lisis celular de muestras
no hidrolizadas, a las que se afiade 67 uL de agua) y se afiaden 50 pL de
NaOH 1 M. Se incuba durante 30 minutos a 37 2C.

4, Se afiade 1 mL de H,SO, 18,8 M y se incuba 210 segundos a 100 @C.
Inmediatamente después, se enfrian las muestras en hielo.

5. Se afiaden 10 pL de CuSO,-5H,0 160 mM y 20 pL de 4-fenilfenol 90 mM (en
etanol). Se mezcla e incuba durante 30 minutos a 37 °C.

6. Se mide absorbancia a 570 nm para determinar la concentracién de acido

lactico.

En paralelo, se realiza una recta de calibrado con diluciones de acido lactico (0-
100 pg/mL) sometidas a los pasos 3-6 del procedimiento descrito anteriormente. La
concentracién de acido muramico de cada una de las muestras se obtuvo interpolando

la absorbancia obtenida en la recta de acido lactico.
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3.19. Deteccion de bacteriéfagos
3.19.1. Aislamiento de bacteriéfagos y extraccion de ADN

El procedimiento que se llevd a cabo para aislar bacteriéfagos fue una
modificacion del método para purificar el bacteriéfago A descrito por Yamamoto

(Yamamoto et al., 1970) y se describe a continuacién:

1. Se parte de 1 L de sobrenadante de cultivo bacteriano, se filtra con una
membrana de tamafio de poro de 0,2 um vy se divide en dos alicuotas de
500 mL. Se conserva a 4 °C hasta su utilizacién.

2. Se afiade ADNasa | y ARNasa A" a una concentracién final de 1 pg/mLy se
incuba 60 minutos a 37 °C.

3. Se afiade NaCl sélido a una concentracion final de 1 M. Se disuelve e incuba
durante 1h en hielo, de esta forma se promueve la disociacién de las
particulas del bacteriéfago de los restos celulares que aun estén presentes.

4. Se eliminan todos los restos celulares mediante centrifugaciéon a 11.000 g
durante 10 minutos a 4 2C (Avanti™ J25 Centrifuge, Beckman Coulter).

5. Se recoge el sobrenadante y se anade polietilenglicol (PEG 8000) sélido a
una concentracion final del 10 % (p/v). Se disuelve e incuba en hielo
durante al menos 1 hora.

6. Se recuperan las particulas del bacteriéfago mediante centrifugaciéon a
11.000 g durante 10 min a 4 2Cy se resuspende el pellet en 2 mL de tampdn
SM*,

7. Se elimina el PEG y los restos celulares afiadiendo un volumen de
cloroformo. Tras agitar 30 segundos con vértex, se centrifuga a 3.000 g
durante 15 min a 4 2C.

8. Se recupera la fase acuosa superior y se centrifuga a 25.000 rpm durante 2
h a 4 °C en un rotor SW28 (Optima™ L-90K Ultracentrifuge, Beckman

Coulter).
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9.

Se resupende el pellet en 1-2 mL de SM” y se incuba 12-18 horas a 4 °C en
agitacién suave e intermitente para asegurarse de que todas las particulas

viricas se han resuspendido.

A continuacién, se procede a extraer el ADN fagico siguiendo el protocolo que se

especifica a continuacién:

Se afiade proteinasa K a una concentracién final de 50 ug/mLy SDS* a una
concentracioén final de 0,5 % (p/v) y se mezcla invirtiendo varias veces el
tubo. Se incuba durante 1h a 56 °C.

Se deja enfriar a temperatura ambiente y se afiade el mismo volumen de
fenol equilibrado con Tris 50 mM pH 8, se pipetea hasta que la emulsion
esté completamente mezclada y se centrifuga a 3.000 g durante 5 minutos.

Se recoge la fase acuosa superior, se mezcla 1:1 con una mezcla equilibrada
fenol:cloroformo (1:1) y se centrifuga a 3.000 g durante 5 minutos.

Se recupera la fase acuosa superior y se afade igual volumen de
cloroformo.

Se centrifuga a 3.000 g durante 5 minutos y se recupera la fase acuosa
superior.

Se anade acetato sddico 3 M pH 7 a una concentracion final de 0,3 M; se
mezcla bien y se afiaden 2 volimenes de etanol absoluto.

Se almacena la solucion a -20 °C durante 30 minutos y se centrifuga a
12.000 g durante 10 minutos.

Por ultimo, se lava una vez con etanol frio al 70 %, se recupera el ADN
centrifugando a 12.000 g durante 5 min a 4 2C y se resuspende el pellet en
100 plL de tampdn TE pH 7,6.

Como control positivo del método de extraccion se empled el fago lambda

obtenido tras infectar, en medio liquido, la cepa E. coli LE392 con 10° ufp mediante el

procedimiento descrito en Sambrook (Sambrook et al., 1987).
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3.19.2. Deteccidn de placas de lisis

La deteccion de bacteridfagos activos procedentes de cultivo bacteriano de L.
reuteri CECT 8605 y su cuantificacion mediante recuento de ufp, se llevd a cabo

mediante el siguiente procedimiento (Auad y Raya, 2001):

1. Se inoculé medio liquido MRS con una colonia de la cepa de L. reuteri
seleccionada como hospedadora y se incubé durante 16-18 horas a 37 2Cy
anoxia.

2. Mezclamos 100 plL del cultivo bacteriano obtenido en el paso 1 con 100 pL
de sobrenadantes de cultivo susceptibles de presentar bacteriéfagos
activos.

3. Afiadimos CaCl, hasta una concentracion final de 10 mM e incubamos a 37
2C durante 30-180 min.

4, Afiadimos la mezcla anterior a 3 mL de MRS (agar 0,7 % y CaCl, 10 mM)
fundido y mantenido a 45 °C.

5. Extendemos la mezcla del paso 4 sobre placas Petri con 15 mL de medio
MRS (agar 1,5 % CaCl, 10 mM) e incubamos a 37 2C durante 14-18 h.

La presencia de fagos activos da lugar a placas de lisis sobre un tapiz de
crecimiento bacteriano. De nuevo, como control positivo, infectamos en medio sdlido la
cepa E. coli LE392 con el fago lambda mediante el procedimiento descrito en Sambrook
(Sambrook et al., 1987).

3.19.3. Induccion de fase litica con mitomicina C

La mitomicina C es un mutdgeno capaz de inducir el inicio del ciclo litico en un
microorganismo portador de virus en estado lisogénico. Por ello, se empled en los
ensayos de deteccidn de bacteriéfagos en cepas de L. reuteri. Las cepas bacterianas
seleccionadas se incubaron a 37 2C en condiciones de anaerobiosis durante 16-18 horas

en medio MRS liquido complementado con CaCl, 10 mM. Posteriormente, se afiadié
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mitomicina C 0,2 mg/mL (Sigma-Aldrich) y se incubé a 37 2C comprobando el

crecimiento y/o lisis bacteriana midiendo densidad dptica a 600 nm durante 6-12 h.

3.20. Modelos de experimentacion in vivo

Los ensayos in vivo con animales de experimentacién se llevaron a cabo por el
equipo de investigacion del Dr. Julio Galvez del Departamento de Farmacologia de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada.

Los animales utilizados para el experimento de reduccién de los niveles de
colesterol plasmatico fueron 60 ratas Wistar hembras de 200 g de peso. 10 animales
fueron alimentados con dieta de mantenimiento Teklad 2014 (Harlan Laboratories) y el
resto de animales con dieta de mantenimiento complementada con un 1 % (p/p) de
colesterol para inducir hipercolesterolemia. Los animales tenian acceso a la comida y
bebida ad libitum, y fueron pesados diariamente. Las muestras bacterianas se
administraron en el agua de bebida con una dosis calculada de 2-10° bacterias por

animal y dia.

Se tomaron muestra de sangre venosa de la cola de los animales a intervalos de
7-10 dias, determinando la concentracion de colesterol total en plasma. El ensayo se
prolongd hasta el momento en el que se obtuvo un efecto hipercolesterolémico
provocado por la dieta, con diferencias significativas entre el grupo control de animales
sanos y el grupo control con hipercolesterolemia inducida. En ese momento, se procedié
al sacrificio de los animales y determinacion de los siguientes parametros plasmaticos:
colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos, fosfolipidos y glucosa, empleando un analizador

guimico automatico BS 200 (Mindray).
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3.21. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de ensayos realizados en las mismas condiciones (réplicas)
representados en las figuras provienen de la media aritmética de los valores de dichas
réplicas. La dispersién de los datos se muestra como el intervalo de confianza (a=0,05),

la desviacidon estandar (SD) o el error estandar de la media (SEM).
Como herramienta estadistica se realizé un contraste de medias (distribucion t-

Student) de dos colas, asumiendo varianza desconocida y un valor estadisticamente

significativo de p < 0,05.
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4. Resultados y Andlisis

El objetivo general del trabajo presentado en esta memoria fue encontrar
muestras con actividad hipocolesterolémica, y para ello, se disefid una serie de
experimentos enfocados a estudiar tres posibles dianas en el proceso de absorcion de

colesterol.

La primera de estas dianas fue la enzima colesterol esterasa, seleccionada para
analizar si alguna de las muestras poseia la capacidad de inhibir su actividad. Esta
enzima participa en los primeros pasos del proceso de absorcién de colesterol
procedente de la dieta, hidrolizando los ésteres de colesterol a colesterol y acidos grasos

en el intestino delgado.

En el proceso de absorcion de colesterol, las moléculas de este compuesto que
se obtienen tras la actuacién de la enzima colesterol esterasa, se solubilizan en micelas,
compuestas por sales biliares y fosfolipidos, que permiten su transporte e interaccidon
con la membrana de las células epiteliales del intestino (los enterocitos). Un déficit de
sales biliares puede reducir la absorcidn de colesterol e indirectamente derivar el
colesterol plasmatico hacia la sintesis de sales biliares. Por ello, la segunda estrategia
seleccionada fue comprobar si alguna de las muestras de la coleccidon poseia la

capacidad de hidrolizar sales biliares.

La ultima etapa del proceso de absorcidn intestinal de colesterol es el transporte
al interior del enterocito. Para estudiar este proceso, y como tercer plan de trabajo, se
puso a punto un ensayo in vitro para detectar el transporte de un analogo fluorescente
del colesterol (fluoresterol) al interior de enterocitos cultivados y, de nuevo, se analizé la
capacidad de inhibir este proceso que presentaban las muestras que componen nuestra

muestroteca.
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4.1. Ensayos de inhibicion de la enzima colesterol esterasa

La colesterol esterasa, también denominada carboxil-éster hidrolasa (EC
3.1.1.13), es una enzima lipolitica que hidroliza enlaces éster. Como ya se comenté en
“Materiales y Métodos” (ver apartado 3.7.1), la actividad de esta enzima se analizé
midiendo la concentracién del compuesto cromdforo 4-nitrofenol, liberado a partir del
sustrato 4-nitrofenilbutirato (4-NPB) por la accién de dicha enzima y cuantificable

mediante espectrometria a 415 nm.

Una vez establecidas las condiciones del ensayo para la busqueda de muestras
inhibidoras de actividad colesterol esterasa (ver apartado 3.7.1 de “Materiales y
Métodos”), se comprobd la capacidad de las muestras que componen la coleccién, de
reducir la velocidad de hidrdlisis de 4-NPB 2,5 mM durante 10 minutos y en presencia de
0,01 U/mL de enzima colesterol esterasa. Un ejemplo de los resultados obtenidos se

representa en la figura 4.1 con las muestras derivadas de la cepa L. gasseri BT 818.
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Figura 4.1. Hidrdlisis de 4-NPB en presencia de la cepa L. gasseri BT 818 (MPB325,
cepa viva; MPB326, tratamiento térmico; MPB328, tratamiento base; MPB330,
tratamiento con peroxido de hidréogeno; MPB332, tratamiento con presion) y
reacciones control (CN, sin muestra bacteriana; CE, sin enzima; CP, DEUP 0,4 mM;
con DMSO).
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Los datos de la cinética enzimatica se emplearon para determinar la velocidad
de reaccidn (Aas415 nm/s) en presencia de cada una de las muestras, y este valor se
normalizé expresdndolo en porcentaje, en funcién de la velocidad de reaccidn
observada en los controles negativos realizados sin presencia de muestras bacterianas
(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Actividad colesterol esterasa correspondiente a 3 cepas bacterianas (L.
coryniformis CECT 5711, L. fermentum CECT 5716 y L. gasseri CECT 5714) procesadas
mediante los distintos tratamientos de inactivacién y los controles del ensayo (CN, sin

muestra bacteriana; CE, sin enzima; CP, DEUP 0,4 mM; con DMSO).

No detectamos inhibicion de la enzima colesterol esterasa, en nuestras
condiciones de ensayo, por parte de ninguna de las muestras bacterianas. Algunas
muestras indujeron cinéticas enzimaticas con una pendiente superior al control
negativo. Este hecho puede deberse a que en estos casos, las muestras estén facilitando
la interaccion entre enzima y sustrato (incrementando la solubilidad del 4-NPB, por
ejemplo), como parece suceder con el DMSO (utilizado como solvente del DEUP vy

ensayado como control, Figura 4.2).
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4.2. Ensayos de actividad hidrolasa de sales biliares

El colesterol liberado por la enzima colesterol esterasa necesita ser solubilizado
en el lumen intestinal y transportado hasta el enterocito para su absorcion. En este
proceso participan las sales biliares, formando micelas que actian de vehiculo de

transporte de compuestos de naturaleza lipidica, como es el caso del colesterol.

Los ensayos para detectar actividad hidrolasa de sales biliares (actividad HSB) se
llevaron a cabo Unicamente con la fraccién de la colecciéon de muestras correspondiente
a las bacterias vivas, debido a que probablemente, los procesos de inactivacion

desnaturalizarian y/o inactivarian la dotacion enzimatica de dichos microorganismos.

Tras el ensayo en el que se cuantificé la taurina liberada por la hidrélisis de sales
biliares porcinas (ver apartado 3.7.2 de “Materiales y Métodos”), los resultados
obtenidos revelaron que algunas cepas microbianas que forman parte de la coleccion,
eran capaces de hidrolizar dichas sales biliares (Figura 4.3). Sin embargo, los niveles de
actividad que mostraron fueron muy inferiores al grado de actividad que detectamos en
la cepa de L. plantarum, aislada de un producto comercial, empleada como control
positivo. Estos resultados, no todo lo positivos que esperdbamos, hicieron que
centrdramos nuestros esfuerzos en buscar otras actividades bioldgicas en nuestra
coleccion de muestras, que permitieran su empleo como ingredientes activos para

combatir la hipercolesterolemia.
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Actividad HSB (g Taurina/mL/min)

CECT 5711
CECT 5716
CECT 5714
CECT 7261
CECT 5713
CECT 7260
CECT 7263
BT 837
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BT 835
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BT 595

BT 574

BT 585

BT 584

BT 550

BT 575

BT 577

BT 817

BT 819

BT 816

BT 821
CECT 8606
BT 818
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Figura 4.3. Actividad HSB de las 28 cepas vivas que forman parte de la coleccidn de
muestras y de la cepa comercial empleada como control positivo (CP). Se sefala

con asterisco (*) aquellas cepas con cierta actividad HSB.

4.3. Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de absorcion de fluoresterol, que se mostraran mas adelante, se
llevaron a cabo en cultivos in vitro de enterocitos. Un posible efecto toxico por parte de
las muestras de nuestra coleccién podria, por tanto, alterar los resultados obtenidos con
nuestro método experimental. Por esta razén, se decidié analizar la citotoxicidad de las
muestras que componen la coleccién (ver apartado 3.7.3 de “Materiales y Métodos”).
Los ensayos se llevaron a cabo empleando 3 lineas celulares: macréfagos RAW 264.7,
fibroblastos 1929 y adipocitos 3T3-L1, debido a que permitieron simplificar el desarrollo
de estos andlisis, gracias a su rapido crecimiento, y debido a que estas lineas celulares se
emplearon para detectar otras actividades biolégicas, no tratadas en esta memoria. No
obstante, los ensayos de toxicidad se repitieron también en cultivos de enterocitos
diferenciados (tras 14 dias de cultivo) con algunas muestras bacterianas cuando se

considerd necesario.
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Los valores de viabilidad celular, tras 24 horas de incubacion con las muestras
bacterianas (5-10% ufc/mL de células, 5 mg/mL de extractos y 10 % de sobrenadantes de
cultivo) revelaron que dos muestras de la coleccién mostraban signos de citotoxicidad
en las 3 lineas celulares empleadas para este ensayo. Dichas muestras corresponden a L.

reuteri CECT 8605 tratado con base (MPB094) y a L. casei BT838 inactivado mediante
microondas (MPB119; Figura 4.4).
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Figura 4.4. Efecto de las muestras MPB094 (L. reuteri CECT 8605 tratado con
base) y MPB119 (L. casei BT 838 inactivado con microondas) sobre la viabilidad
celular de 3 lineas celulares (RAW 264.7, 3T3-L1 y L929) en comparacidén con el

control del ensayo (células sin muestra bacteriana).

Algunas de las muestras procedentes de las extracciones obtenidas con agua y
etanol redujeron la viabilidad por debajo del 80 % (datos no mostrados). Sin embargo,
puede que las condiciones osmdticas u otros factores distintos a la presencia de
compuestos téxicos sean los responsables de estos resultados. Cabe destacar, que los
resultados obtenidos tras analizar la citotoxicidad de los sobrenadantes de las 3 cepas
de L. gasseri que existen en la coleccidn, si revelaron un efecto téxico de estas muestras

sobre las 3 lineas celulares (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Efecto sobre la viabilidad en las lineas celulares: RAW 264.7, 3T3-
L1 y L929 de (A) los sobrenadantes de L. gasseri CECT 5714 (MPB219), L.
gasseri BT 817 (MPB239) y L. gasseri BT 818 (MPB333) en comparacion con el
control (células sin muestra bacteriana) y de (B) el medio de crecimiento de

cada una de las cepas de L. gasseri sin ser inoculado con la bacteria.

El analisis de la toxicidad celular de los medios de cultivo empleados para
obtener las muestras mencionadas reveld que el efecto toxico se debe a alteraciones
provocadas por el crecimiento de los microorganismos (Figura 4.5). Algunas cepas de
Lactobacillus exhiben actividad antibacteriana debido a la produccion de ciertos
metabolitos, entre los que se incluyen el perdxido de hidrégeno, acido lactico o

bacteriocinas (Atassi y Servin, 2010; Otero y Nader-Macias, 2006). Por tanto, la
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produccién de alguno de estos compuestos podria ser responsable del efecto tdxico
detectado en nuestros ensayos en cultivos celulares. El andlisis de la concentracién de
perdxido de hidrégeno en los sobrenadantes del cultivo de las tres cepas de L. gasseri,
reveld una concentracion inferior a 0,2 mM, concentracién que no es suficiente para
explicar la pérdida de viabilidad observada en nuestros ensayos (resultados no
mostrados; Safiudo et al., 2016). Por consiguiente, otros metabolitos o la combinacidn
de ellos, producidos por L. gasseri, en las condiciones de crecimiento empleadas, deben

ser los responsables de la toxicidad detectada en nuestras muestras.

4.4. Ensayos de inhibicion de absorcion de fluoresterol en lineas

celulares

La interaccion del colesterol con el enterocito, y su posterior transporte al
interior celular, es un paso critico en el proceso de absorcion de colesterol. Por ello, se
estudio si las muestras de nuestra coleccion eran capaces de alterar este proceso, en un
sistema in vitro, empleando una molécula testigo facilmente detectable (fluoresterol) y
cultivos de lineas celulares para tratar de reproducir las caracteristicas y funcionalidades

del epitelio intestinal in vivo.

4.4.1. Puesta a punto del ensayo in vitro para estudiar la absorcion de

fluoresterol

Los diferentes ensayos en los que se ha estudiado la absorcién de colesterol in
vitro, empleando lineas celulares inmortalizadas, han demostrado reproducir
caracteristicas y funcionalidades muy similares a las observadas en el epitelio intestinal
in vivo. Por este motivo, se consideran un modelo aceptable para estudiar el
metabolismo del colesterol, mediante marcaje con isétopos radioactivos o analogos
fluorescentes de esta molécula. Los ensayos realizados empleando fluoresterol (NBD-
cholesterol) han arrojado los mejores resultados en cuanto a intensidad de fluorescencia

incorporada en enterocitos en ensayos in vitro e in vivo (Sparrow et al., 1999). Por ello,
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se decidié llevar a cabo los experimentos de absorcidon de colesterol empleando esta
molécula como testigo, incluida en micelas de fosfatidilcolina y taurocolato sddico
(Kheirolomoom y Ferrara, 2007), para simular, en la mayor medida posible, las

condiciones fisioldgicas.

El procedimiento de elaboracién de micelas de fluoresterol, asi como la
cuantificacion de la internalizacidon de dicho compuesto se describe en el apartado 3.7.4
de “Materiales y Métodos”, y es la metodologia empleada para todos los ensayos de

absorcién de fluoresterol en cultivos celulares que se presentan en esta memoria.

4.4.1.1. Seleccion de la linea celular

Hay distintas lineas celulares de enterocitos que permiten simular in vitro
distintos procesos bioldgicos que se desarrollan en el epitelio intestinal, tres de las
cuales se encontraban disponibles en nuestro laboratorio: Caco-2, HT-29 y DIEC. Antes
de abordar los experimentos de inhibicién de absorcién de fluoresterol, comprobamos
cual de ellas era la mas adecuada. Para ello, se compard la fluorescencia celular interna,
determinada mediante citometria, en cada una de las lineas celulares tras una
incubacion de 2 horas a 37 C con fluoresterol (5 pg/mL) incorporado en micelas. Los
resultados se presentan en la figura 4.6, donde la fluorescencia media por célula puede

interpretarse como la cantidad de fluoresterol absorbido.
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Figura 4.6. Intensidad de fluorescencia celular interna, expresada
en unidades arbitrarias, tras incubar las lineas celulares Caco-2,
HT-29 y DIEC con fluoresterol (5 ug/mL) en micelas.
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Ademas de por citometria, la capacidad de las lineas celulares empleadas para
incorporar fluoresterol pudo ser observada mediante microscopia de fluorescencia, tras

90 minutos de incubacién con 5 pg/mL de fluoresterol (Figura 4.7).

Figura 4.7. Células HT-29 fotografiadas mediante microscopia (400x) visible

(A) y de fluorescencia (B; Ex450 — 490 nm) tras ser incubadas en presencia de

fluoresterol.

Estos ensayos demostraron que las tres lineas celulares empleadas (Caco-2, HT-
29 y DIEC) son capaces de absorber fluoresterol (Figura 4.6). Descartamos para
posteriores ensayos la linea celular DIEC, de origen canino, debido a que uno de los
objetivos de esta tesis es encontrar alguna muestra con capacidad hipocolesterolémica
con vistas a una posible aplicacidn en alimentacidn humana. Ademas, en el momento de
comenzar los ensayos de absorcion de fluoresterol por enterocitos, la linea celular Caco-
2 mostro cierta inestabilidad (falta de adherencia, cultivos no homogéneos...) que no
pudo solventarse controlando estrictamente las condiciones de cultivo ni substituyendo
el stock de inicio del cultivo. Estos hechos se reflejaron ademas en datos de absorcién de

fluoresterol poco repetitivos, que nos llevaron a descartar también esta linea celular.

La linea celular HT-29, de origen humano, forma monocapas polarizadas de
células diferenciadas con una elevada homologia con el epitelio intestinal (Pinto et al.,
1983) cuando se cultiva en ausencia de glucosa y presencia de galactosa (Rousset, 1986).

Como primer paso, en la puesta a punto de la metodologia experimental, decidimos
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comprobar si las condiciones de cultivo (empleando medio estandar de cultivo o medio
que facilita la diferenciacién, ver tabla 3.13) afectaban significativamente a la absorcién
de fluoresterol por parte de los enterocitos HT-29. Para ello, se cultivé la linea celular
HT-29 en medio estandar (medio A), en medio con baja concentracién en glucosa
(medio B) y en medio con baja concentracién en glucosa suplementado con galactosa
(medio C). Tras un periodo de 15 dias, se incubaron dichos cultivos con fluoresterol (5
ug/mL) y se cuantifico la fluorescencia celular interna tras 2 horas de incubacion. Los
resultados de este ensayo (Figura 4.8), no revelaron diferencias drasticas entre la
fluorescencia interna de células cultivadas en presencia (medio C) o ausencia de
galactosa (medio B). Si observamos una menor absorcidn de fluoresterol en presencia
de una mayor concentracion de glucosa (medio A), aunque exhibiendo valores
adecuados para llevar a cabo ensayos de inhibicién de absorcion, por lo que optamos
por cultivar los enterocitos HT-29 en medio estandar, con objeto de simplificar la

metodologia.

40

Fluorescencia/célula

Medio A Medio B Medio C
(Glu 4,5 g/L) (Glu1g/L) (Glulg/L+Gal0,9g/L)

Figura 4.8. Intensidad de fluorescencia celular interna de células HT-
29, expresada en unidades arbitrarias, tras ser cultivadas en los
medios que se indican durante 15 dias y una posterior incubacién
con micelas de fluoresterol (5 ug/mL). NOTA: Glu = glucosa y Gal=

galactosa.
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4.4.1.2. Efecto de la concentracion de fluoresterol, micelas y el tiempo de incubacién

sobre la absorcion de fluoresterol.

La concentracion de fluoresterol y su distribucidn en las micelas son pardmetros
gue definimos antes de realizar los ensayos de inhibicién de absorcién de esta molécula.
En primer lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de fluoresterol, manteniendo

la misma estequiometria de microgramos de fluoresterol por miligramo de micela.

La fluorescencia por célula, evaluada por citometria, tras 2 horas de incubacion
(Figura 4.9) mostré una relacion directamente proporcional con la concentracién de
fluoresterol ensayada, perdiéndose la linealidad a partir de 5 pg/mL de fluoresterol
(Figura 4.9.B), por lo que decidimos establecer esta concentracion como la estandar en
nuestra metodologia de trabajo.
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Figura 4.9. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una
incubacidon de 2 horas a 37 2C con distintas concentraciones de
micelas de fluoresterol.
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Figura 4.10. Efecto de la concentracion de fluoresterol y su concentracidon relativa
en las micelas de fosfatidilcolina sobre su absorcién por enterocitos HT-29. (A)
Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una incubaciéon de 2 horas con
distintas concentraciones de micelas y de fluoresterol. (B) Representacion grafica
de cada condicidon, en la cual se simula el fluoresterol, en color verde, y la cantidad

de micelas que se afiaden en cada una de condiciones.

Ademas de la concentracion absoluta de fluoresterol, su concentracién relativa
en las micelas podria afectar a su transporte hasta las células intestinales. Esta hipdtesis

se analizo empleando 2 concentraciones de fluoresterol (5 y 1 ug/mL) solubilizado en 4
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concentraciones de micelas (5; 1; 0,5 y 0,1 mg/mL). De nuevo, después de incubar 2 h
las distintas suspensiones de fluoresterol con cultivos de enterocitos HT-29 y analizar la
fluorescencia por célula mediante citometria, se observd que la concentracidn absoluta
de fluoresterol era el pardmetro que determinaba la fluorescencia por célula, mas que la
concentracion relativa de esta molécula en las micelas de fosfatidilcolina (Figura 4.10).
Decidimos seleccionar 0,5 mg/mL de micelas en las reacciones de absorcion, con una
concentracién de fluoresterol de 10 pg/mg, de nuevo para simplificar las condiciones de

ensayo.

Por ultimo, para estudiar cémo afectaba el tiempo de incubacién al proceso de
absorcion de fluoresterol (5 pg/mL) por los enterocitos HT-29, se ensayaron diferentes
tiempos: 60, 120 y 180 min. Finalizada la incubacidn, la fluorescencia media por célula se
cuantific6 mediante fluorocitometria (Figura 4.11), observandose que la fluorescencia
de las células HT-29, asociada a la absorcion de fluoresterol, se incrementaba al

prolongar el tiempo de incubacidn, al menos hasta los 180 minutos.
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Figura 4.11. Intensidad de fluorescencia de enterocitos HT-29,
expresada en unidades arbitrarias, tras ser incubadas con

fluoresterol (5 ug/mL) en micelas durante diferentes tiempos.

Los datos obtenidos nos permitieron definir 2-3 horas de incubacién como

tiempo suficiente para poder detectar absorcion del analogo fluorescente del colesterol.
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4.4.1.3. Busqueda de un inhibidor de la absorcion de fluoresterol

Una vez establecidas las condiciones dptimas de ensayo para detectar la
absorcién de fluoresterol en cultivos de enterocitos HT-29, nos planteamos validar
nuestro modelo in vitro para la busqueda de inhibidores de la absorcién de colesterol.
Para ello, se analizd el efecto de varios compuestos con actividad hipocolesterolémica

reconocida.

Efecto de ezetimiba sobre la absorciéon de fluoresterol

La ezetimiba actla como un potente reductor de la absorcidon intestinal de
colesterol a través del bloqueo de la proteina transportadora de membrana NPC1L1,
gue participa en la internalizacién del colesterol al interior del enterocito, razén por la
cual se seleccioné este compuesto como posible control positivo en nuestros

experimentos.

Se llevd a cabo un experimento en enterocitos en el que se analizé el efecto de
ezetimiba 150 pM, solubilizado en etanol o en micelas de fosfatidilcolina, en dos
condiciones: co-administrado con el fluoresterol (2 h de incubacién) o tras una
preincubacidn de 24 h y co-incubacion con el fluoresterol. Los datos de fluorescencia por
célula demostraron una reduccion en la absorcién de fluoresterol en las 4 condiciones
ensayadas (Figura 4.12). Sin embargo, la preincubacién durante 24 horas con ezetimiba

disuelto en etanol, indujo el mayor grado de inhibicidn (superior al 30 %).

La concentracidn inicial de ezetimiba ensayada (150 uM) se selecciond en base a
datos bibliograficos. Para tratar de optimizar las condiciones de inhibicidn, se probaron
varias concentraciones de ezetimiba, disuelto en etanol y con 24 horas de incubacidn.
Ademas de la fluorescencia por célula de enterocitos HT-29, determinada mediante
citometria, se cuantificd la toxicidad celular de cada una de las concentraciones de
ezetimiba testadas (Figura 4.13). Los resultados revelaron que 150 uM de ezetimiba era
la concentracidn que inducia una mayor inhibicidon de la absorcidn de fluoresterol, sin

ejercer un efecto toxico sobre los cultivos celulares.
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Figura 4.12. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una preincubacion
con 150 pM de ezetimiba, en las condiciones de administracién y tiempo
indicados, y una posterior incubacién con 5 pg/mL de fluoresterol. CN: control
negativo de células HT-29 sin muestra.
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Figura 4.13. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras ser incubadas
con ezetimiba (75-1.200 uM) vy fluoresterol (5 pg/mlL). En naranja se
muestra la viabilidad celular de las células HT-29. CN: control negativo de

células HT-29 sin ezetimiba.
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Efecto del galato de epigalocatequina sobre la absorcion de fluoresterol

Ademas de detectar inhibicién de la absorcién de fluoresterol por interaccion
con los enterocitos, se quiso comprobar si nuestra metodologia permitia detectar
inhibidores que actuasen en otras fases del proceso de absorcion del colesterol. Los
ésteres galato de catequinas, como el EGCG (Epigallocatechin gallate, galato de
epigalocatequina), reducen la solubilidad micelar del colesterol por perturbacion de la
estructura de los liposomas, produciendo un incremento en el tamafio de las micelas
(Poklar Ulrih et al., 2010). Esta modificaciéon en el tamafio de las micelas hace que se
reduzca la afinidad del colesterol por ellas, reduciendo su disponibilidad para ser

absorbido por el enterocito (Raederstorff et al., 2003).

La posible actividad inhibitoria del EGCG se analizd en ensayos en los que se
preincubaron células HT-29 durante 1 hora con varias concentraciones de EGCG (0,5; 1y
2 mM), posteriormente se afiadieron las micelas de fluoresterol (5 pg/mL) sin eliminar el
EGCG, y se prosiguié con la incubacidon durante 2 y 3 horas mds. Los datos de
fluorescencia por célula no revelaron diferencias significativas (p < 0,05) en la absorcidon
de fluoresterol entre las células preincubadas con EGCG y las células control (Figura
4.14), por lo que asumimos que nuestro modelo experimental no seria capaz de detectar
compuestos que alteran la solubilidad micelar del fluoresterol, por un mecanismo
similar al EGCG.
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Figura 4.14. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una pre-
incubacidon de 1 hora con distintas concentraciones de EGCG y una

incubaciéon de 2 y 3 horas con fluoresterol (5 pg/mL). CN: control

negativo de células HT-29 sin EGCG.
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Efecto del B-sitosterol sobre la absorcion de fluoresterol

Existe abundante informacién en la que se cita el efecto inhibitorio sobre la
absorcion del colesterol que posee el B-sitosterol (Brauner et al., 2012; Field et al.,
1997). El B-sitosterol se caracteriza por ser estructuralmente similar al colesterol v,
aunque su absorcidn intestinal es menos eficiente, interfiere en la solubilizacién del

colesterol en las micelas.

La actividad del B-sitosterol en nuestro modelo de absorcién de colesterol se
evalud con concentraciones equimolares de B-sitosterol y fluoresterol (5 pg/mL). El B-
sitosterol se administré incorporado en las micelas de fluoresterol previamente al
ensayo de absorcidn (condicién A) o en forma de micelas preparadas de igual forma que
las micelas de fluoresterol, pero sustituyendo este compuesto por B-sitosterol
(condicién B). Tras 2 horas de incubacién con cultivos de enterocitos HT-29 se midid la
fluorescencia interna de las células mediante citometria de flujo. Al contrario que en el
caso del EGCG, la disminucidn de intensidad de fluorescencia por célula fue significativa
(Figura 4.15), pero sélo en el caso en el que el B-sitosterol se encontraba solubilizado en
las mismas micelas que el fluoresterol. La presencia de dos poblaciones diferentes de
micelas, una conteniendo fluoresterol y la otra B-sitosterol, no provocé una disminucién

significativa de la absorcidn de fluoresterol.
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Figura 4.15. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una
incubacion de 2 horas con fluoresterol (5 ug/mL) y B-sitosterol
(5 ug/mL) en 2 condiciones de administracién. CN: control

negativo de células HT-29 sin B-sitosterol.
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Efecto de hidrolasas de sales biliares

Aunque ya se comprobd que ninguna de las muestras de la coleccidon posee
actividad hidrolasa de sales biliares en un grado significativo, al menos en nuestras
condiciones de ensayo (ver apartado 4.2; Figura 4.3), se realizé una prueba para analizar
si el método disefiado para cuantificar inhibicién de absorcién de fluoresterol en
enterocitos HT-29 también permitiria detectar una inhibicién provocada por la hidrélisis

de las sales biliares presentes en las micelas de fluoresterol.

Para ello, se incubaron las células HT-29 durante 24 horas con 3 concentraciones
(2-10%, 5-10% y 10° ufc/mL) del probidtico comercial L. plantarum empleado en el
apartado 4.2 como control positivo del ensayo. Posteriormente se afiadio fluoresterol (5
pg/mL) y tras 2 horas de incubacidn se cuantificd la fluorescencia celular interna de los
enterocitos. Los resultados revelaron que nuestro método de ensayo también detectaba
el efecto de inhibidores de colesterol que actuan en fases previas a la interaccion del
fluoresterol con el enterocito, puesto que se observd un descenso significativo en la
absorcién de fluoresterol en presencia de la cepa L. plantarum con actividad hidrolasa
de sales biliares (Figura 4.16). Ademas, el efecto inhibitorio reflejo una relacién
proporcional dosis-respuesta, con valores de inhibicién desde el 50 % (2,5-10% ufc/mL)
hasta un 75 % (10° ufc/mL).
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El analisis del efecto de distintos productos con actividad hipocolesterolémica en
nuestro modelo in vitro, nos ha permitido detectar inhibicion de absorcidon de
fluoresterol por varios mecanismos: interaccion con transportadores (ezetimiba),
competencia en el proceso de solubilizacién (B-sitosterol) e hidrdlisis de sales biliares.
Por ello, consideramos las condiciones experimentales adecuadas para comenzar la
busqueda de inhibidores de la absorcidn de colesterol en nuestra coleccién de muestras.
Ademads, estos ensayos previos nos permitieron seleccionar la ezetimiba como control

positivo para ser incluido en todos los ensayos posteriores.

4.5. Andlisis de la capacidad de reducir la absorcion de fluoresterol

por las muestras de la coleccion

Una vez definido, puesto a punto y validado el método de ensayo,
comprobamos la capacidad de reducir la absorcién de fluoresterol por células HT-29 de
las 336 muestras que componen nuestra muestroteca. Para ello, se incubaron las
muestras durante 24 horas con las células HT-29, a una concentracién de 5-10° ufc/mL
en el caso de las muestras formadas por células bacterianas, 5 mg/mL en el caso de los
extractos celulares y del 10 % (v/v) en el caso de los sobrenadantes. Tras el periodo de
interaccion entre las muestras y los cultivos celulares se afiadieron las micelas de
fluoresterol (5 pg/mL) y se prolongé la incubacién 2 horas mas, tras lo cual, se cuantificd
la internalizacidon de fluoresterol mediante citometria. El criterio para considerar una
muestra como positiva fue que redujera la fluorescencia celular interna en mas de un 30
%, ya que consideramos que este grado de reduccion podria ser suficiente para
sustentar un efecto fisioldgico in vivo. Ademds, esta reduccion deberia ser

estadisticamente significativa (t-Student p < 0,05).

El andlisis por triplicado, y el posterior estudio de los datos, identificaron 9
muestras de la coleccién que cumplieron el criterio descrito previamente (Tabla 4.1).
Estas muestras procedian de 5 cepas de Lactobacillus y una cepa de Bifidobacterium,
vivas y/o procesadas mediante distintos procedimientos: L. casei BT 838 (Figura 4.17.A),

L. reuteri CECT 8605 (Figura 4.17.B), L. plantarum BT 595 (Figura 4.17.C), B. breve CECT

134



4. Resultados y Andlisis

8606 (Figura 4.17.D), L. fermentum BT 584 (Figura 4.17.E) y L. casei BT 835 (Figura
4.17.F).

Tabla 4.1. Muestras con capacidad de reducir la absorcién de fluoresterol en
cultivos celulares HT-29.

Fluoresterol

Cepa Tratamiento Caédigo intracelular (%)*
Lactobacillus casei BT 838 Control viva - 65,359
Control viva - 63,096
Térmico MPB040 40,405

Lactobacillus reuteri CECT 8605 .

Acido MPB067 52,772
Microondas MPB121 44,569
Lactobacillus plantarum BT 595 Control viva - 66,437
Bifidobacterium breve CECT 8606 Térmico MPBO054 67,387
Lactobacillus fermentum BT 584 Térmico MPB046 64,539
Lactobacillus casei BT 835 Base MPB095 55,928

*Concentracion intracelular relativa (%) a la concentracion establecida mediante

fluorocitometria en los controles negativos (sin incubacién con muestras).

La actividad inhibitoria de las muestras indicadas fue comprobada en una nueva
tanda de ensayos, en los que de nuevo, cada muestra fue ensayada por triplicado
(resultados no mostrados). Ademas, y aunque ya se habia analizado la citotoxicidad de
cada muestra en distintas lineas celulares, se llevd a cabo un nuevo ensayo de
citotoxicidad empleando la linea celular HT-29 y las muestras positivas seleccionadas en
la busqueda de actividad hipocolesterolémica (Tabla 4.1). Los resultados de este
experimento nos permitieron descartar que el efecto inhibitorio observado fuera un
artefacto provocado por toxicidad o capacidad de inducir dafio celular asociado

(resultados no mostrados).
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Figura 4.17. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras la incubacién con
muestras de la coleccidon (5-108 ufc/mL) y fluoresterol (5 pug/mL). (A) L. casei BT 838; (B) L.
reuteri CECT 8605; (C) L. plantarum BT 595; V, control vivo; T, inactivacion térmica; A,
inactivacién con 4acido; B, inactivacién con base; M, inactivacion con microondas; H,
inactivacion con perdéxido de hidréogeno; E, inactivacién con etanol; P, inactivaciéon por
presion; S, sobrenadante. CN: control negativo de células HT-29 sin muestra y CP: células
HT-29 incubadas con ezetimiba. El asterisco indica un descenso en la absorcién de
fluoresterol del 30 % significativo estadisticamente (p < 0,05).
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Figura 4.17 (Cont.). Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras la incubacidon con
muestras de la coleccidn (5-108 ufc/mL) y fluoresterol (5 pg/mL). (D) B. breve CECT 8606;
(E) L. fermentum BT 584 y (F) L. casei BT 835. V, control vivo; T, inactivacidn térmica; A,
inactivacién con acido; B, inactivacién con base; M, inactivacién con microondas; H,
inactivaciéon con perdéxido de hidrégeno; E, inactivaciéon con etanol; P, inactivacién por
presion; S, sobrenadante. CN: control negativo de células HT-29 sin muestra y CP: células
HT-29 incubadas con ezetimiba. El asterisco indica un descenso en la absorcién de
fluoresterol del 30 % significativo estadisticamente (p < 0,05).
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Solo una de las cepas probidticas seleccionadas, L. reuteri CECT 8605, demostrd
capacidad de inhibir la absorcién de fluoresterol tras ser objeto de varios procesos de
inactivacion: sin tratar (viva), térmico, acido y microondas (Figura 4.17.B). El resto de
muestras positivas mostraron actividad Unicamente en una condicién: L. casei BT 838 y
L. plantarum BT 595 vivos, L. fermentum BT 584 y B. breve CECT 8606 inactivados

térmicamente y, por ultimo, L. casei BT835 tratado con base (Tabla 4.1, Figura 4.17).

Los resultados obtenidos con las muestras de extractos celulares sobre la
absorcién de fluoresterol en la linea celular HT-29 arrojaron datos inesperados. Como
puede verse en la figura 4.18, cerca del 50 % de estas muestras provocé una reduccion
significativa de la absorcion de fluoresterol. Estos resultados pueden ser debidos a un
efecto inespecifico (metabolitos comunes a la mayor parte de las cepas analizadas) o
algun artefacto en nuestra metodologia. En cualquier caso, la necesitad de destinar
recursos a otros aspectos de la linea de trabajo presentada en esta memoria, ha hecho

gue hasta la fecha no hayamos podido analizar en profundidad este fenémeno.
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Figura 4.18. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras una incubacién
con la fraccion de extractos de la coleccién de muestras (5 mg/mL) vy
fluoresterol (5 ug/mL) en micelas. (A) Extraccidon con agua. CN: control negativo

de células HT-29 sin muestra y CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba.
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Figura 4.18 (Cont.). Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras una incubacion
con la fraccion de extractos de la coleccion de muestras (5 mg/mL) y fluoresterol (5
ug/mL) en micelas. (B) extraccion con etanol; (C) extraccién con acetona. CN:
control negativo de células HT-29 sin muestra y CP: células HT-29 incubadas con

ezetimiba.

4.6. Busqueda del mecanismo de accion

Los resultados presentados hasta ahora nos permitieron identificar 6 cepas
bacterianas con capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol en nuestro modelo in
vitro con enterocitos HT-29. El fin Ultimo de nuestro trabajo de investigacidon era
identificar cepas probidticas con actividad hipocolesterolémica in vivo. Por tanto,

conocer el mecanismo de accién mediante el cual las cepas bacterianas identificadas
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ejercen su efecto, permitiria abordar los estudios in vivo con mas informacion sobre la

probabilidad de éxito de dichos ensayos, ademads de facilitar el diseifo de los mismos.

Sin embargo, en este punto de nuestro proyecto de investigacidon consideramos
poco factible tratar de averiguar cual era el mecanismo de accién de cada una de las 6
cepas seleccionadas (Tabla 4.1). Por este motivo, nos vimos obligados a elegir 2 de las
mencionadas cepas para los ensayos subsiguientes. L. reuteri CECT 8605 fue una de las
cepas seleccionadas debido a que ejercié la mayor reduccidon en la absorcion de
fluoresterol y, ademas, presentaba actividad viva y en tres tratamientos de inactivacién
diferentes (Figura 4.17.B). Seleccionamos también la cepa B. breve CECT 8606,
microorganismo que redujo la absorcién de fluoresterol tras un tratamiento térmico
(Figura 4.17.D), debido a que tiene procedencia humana, lo que le confiere valor

anadido desde el punto de vista comercial.

Los resultados que presentaremos a continuacidn, procedentes de ensayos
destinados a determinar el mecanismo por el cual, L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT
8606 reducen la absorcidn de fluoresterol en cultivos de enterocitos, han empleado en
la mayoria de los casos células vivas o inactivadas térmicamente. L. reuteri CECT 8605
exhibe actividad tanto vivo como inactivado, como hemos visto previamente (Figura
4.17.B, Tabla 4.1). B. breve CECT 8606, sin embargo, solo cumplié los criterios de
seleccién (reducir mas del 30 % vy significativo estadisticamente p < 0,05) tras ser
inactivado térmicamente. El grado de inhibicion que inducen las células vivas de este
microorganismo es, en la mayoria de los casos, superior al 30 %, aunque con una
variabilidad que no permite atribuir significancia estadistica a esta reduccién en todos
los ensayos. Aun asi, creemos conveniente asumir que, efectivamente, esta cepa es
activa también en forma de bacterias viables. Se ha asumido también que todas las
muestras positivas derivadas de L. reuteri CECT 8605 por una parte, y B. breve CECT 8606
por otra, ejercen su efecto por medio del mismo mecanismo de accién,

independientemente del tipo de inactivacion o tratamiento sufrido.

Los ensayos que presentaremos se realizaron para tratar de demostrar o

descartar cuatro hipdtesis:
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1. La cepa es capaz de hidrolizar el fluoresterol provocando una degradacion
del fluoréforo y, por consiguiente, una pérdida de fluorescencia por célula.

2. La cepa o factores solubles liberados por ella, tienen capacidad para
hidrolizar las sales biliares que forman parte de las micelas que transportan
el colesterol hasta el enterocito, impidiendo su transporte e internalizacion.

3. La cepa o factores solubles liberados por ella, actian a nivel de
transportador de membrana NPC1L1, inhibiendo o reprimiendo su
expresion, reduciendo de esta forma el transporte de fluoresterol al interior
de la célula intestinal.

4. La cepa capta el fluoresterol, compitiendo con los enterocitos, por absorber

esta molécula.

4.6.1. Analisis de la degradacion del fluoresterol

Una razoén por la cual se podria detectar una menor fluorescencia por célula en
los ensayos llevados a cabo en enterocitos, podria ser que el fluoresterol fuera
degradado por las muestras bacterianas. Es poco probable que esta degradacién se
produjera por catalisis quimica, y también lo es que la dotacidon enzimatica de ambos
microorganismos mantuviera su actividad tras el proceso de inactivacion térmica (120

2C, 20 min). Sin embargo, decidimos comprobar esta posibilidad.

El ensayo de degradacion de fluoresterol se llevé a cabo incubando las cepas L.
reuteri CECT 8605 (MPB040) y B. breve CECT 8606 (MPB054), inactivadas térmicamente,
a una concentracién de 5-10° ufc/mL, con 5 pg/mL de fluoresterol en micelas, a 37 2Cy
oscuridad, es decir, en las mismas condiciones empleadas en el ensayo celular. En
paralelo, como controles de autofluorescencia, se realizd la misma incubacién de cada
muestra pero sin micelas de fluoresterol. A tiempo cero y cada hora de incubacion se
recogieron muestras de 200 pL de cada reaccién y se midid su fluorescencia con una
longitud de onda de excitacién de 450 nm y una longitud de onda de emisién de 535 nm

en un lector de placas GENios (TECAN). Como en el resto de los ensayos, cada muestra
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se analizé por triplicado, mostrandose la media de los datos obtenidos * el intervalo de
confianza (Figura 4.19).
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Figura 4.19. Fluorescencia asociada al fluoresterol tras una
incubacion de 23 h con muestras inactivadas térmicamente de
L. reuteri CECT 8605 (MPB040) y B. breve CECT 8606 (MPB054).
La fluorescencia relativa estd calculada con referencia a una
soluciéon de micelas de fluoresterol (5 pg/mL) en PBS, incubada

en las mismas condiciones.

Los resultados revelaron que la fluorescencia asociada al fluoresterol no
disminuye durante 23 horas de incubacidn con ninguna de las dos muestras.
Observamos un ligero incremento en la fluorescencia en los primeros tiempos de
incubacion, posiblemente debido a alteraciones en la solubilidad del fluoresterol. Estos
resultados permitieron descartar que L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606
reduzcan la absorcidon de fluoresterol en enterocitos HT-29 debido a que induzcan la

degradacion de dicho andlogo del colesterol.

4.6.2. Actividad hidrolasa de sales biliares (HSB)

La existencia de esta actividad enzimatica en alguna de las cepas vivas de la
coleccion de muestras se comprobd mediante un método bioquimico (ver apartado 4.2),
sin que se detectara ningln microorganismo que destacara significativamente por

poseer dicha actividad. Sin embargo, L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 vivas
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(CECT 8605 y CECT 8606 en figura 4.3) fueron dos de las cepas bacterianas que

mostraron cierta capacidad de hidrolizar sales biliares en dichos ensayos.

La validez de nuestro método experimental, basado en la absorcién de
fluoresterol por enterocitos HT-29 para detectar actividad hidrolasa de sales biliares se
ha demostrado previamente (Figura 4.16). Por ello, la inhibicién de la absorcién de
fluoresterol que muestran L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 vivos (Figura 4.17.B
y 4.17.D, respectivamente), en dicho modelo experimental, podria deberse a su
capacidad de hidrolizar sales biliares. Esta actividad enzimatica, previsiblemente, no
estard presente en nuestras bacterias sometidas a un proceso de inactivacién térmico,
como el empleado para generar nuestra coleccion de muestras (120 °C durante 20
minutos). Esto se puede observar en los resultados obtenidos al comprobar la inhibicion
de la absorcién de fluoresterol que exhibe la cepa L. plantarum, aislado comercial con
actividad HSB, al ser ensayada en forma de células viables y en forma de células
inactivadas térmicamente (Figura 4.20). Comprobamos como la reduccidon de la
absorciéon de fluoresterol, debida a su actividad HSB, desaparece en los ensayos
realizados con células inactivadas. Por el contrario, L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT
8606 siguen manteniendo su capacidad de inhibir la absorcidn de fluoresterol, tras ser
inactivados térmicamente. Estos resultados indican que la capacidad de hidrolizar sales
biliares que muestran estas dos cepas no parece ser el principal mecanismo por el cual

ejercen su actividad inhibitoria.
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Figura 4.20. Fluorescencia intracelular de células HT-29, tras 24 horas
de incubacién con las cepas L. reuteri CECT 8605, B. breve CECT 8606 vy
una cepa comercial de L. plantarum. Las muestras se ensayaron en
condiciones estandar (5.108 ufc/mL) vivas (azul) y tras ser inactivadas
térmicamente (120 2C durante 20 min, naranja). CN: control negativo de

células HT-29 sin muestra y CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba.

4.6.3. Transportador de membrana Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1)

El transportador NPC1L1, presente en las células del epitelio intestinal y
hepatocitos, se ha identificado como un mediador critico en la absorcién intestinal de
colesterol (Altmann et al., 2004). Por lo tanto, su inhibicién, bloqueo o, incluso, la
represidon de su sintesis podria explicar la reduccién de la absorcién de fluoresterol que

las muestras probidticas seleccionadas inducen en enterocitos HT-29.
4.6.3.1. Inhibicion del receptor NPC1L1

La proteina NPC1L1 es una proteina de membrana en la que detectar una
interaccion directa con las muestras probidticas requeriria técnicas especialmente
complejas y dificiles de abordar en el contexto de nuestro plan de trabajo. Por este
motivo, se estudié si L. reuteri CECT 8605 inhibia o inactivaba el receptor NPC1L1

mediante dos estrategias indirectas:
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A. Eliminando el potasio del medio de cultivo, indispensable en la formacién
de las vesiculas de clatrina, asociadas a la internalizacion del colesterol por
accion de NPC1L1.

B. Inhibiendo el transportador de membrana NPC1L1 por medio de ezetimiba.

A. Eliminacion de potasio del medio de cultivo

El potasio es necesario para la formacion de vesiculas de clatrina (Brown et al.,
2007), mecanismo por el cual se internaliza el colesterol a través del transportador
NPC1L1. Asumimos que eliminando el potasio del medio de cultivo de enterocitos HT-
29, el transporte de colesterol a través de NPC1L1 estaria completamente bloqueado. En
estas condiciones, la inhibicién de dicho transportador por las muestras bacterianas

seria enmascarada por la imposibilidad de la formacién de vesiculas de clatrina.

Para comprobar esta hipoétesis, tras 24 horas de incubacidn de los cultivos de
enterocitos HT-29 con L. reuteri CECT 8605 (5-108 ufc/mL) inactivado térmicamente, se
elimind el medio de cultivo y se realizaron varios lavados con tampdn libre de potasio
(140 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1mM CaCl,, 1 mM MgCl, y 1 mg/mL D-glucosa, pH 7,4),
con una incubacién de 1 hora en dicho tampdn y 2 lavados mas, tratando de eliminar
completamente el potasio del medio extracelular. Por ultimo, se llevé a cabo el ensayo
de absorcion de fluoresterol, en condiciones estandar pero sin presencia de potasio en

el tampdn de incubacion (ver apartado 3.7.4 de “Materiales y Métodos”).

Los datos de fluorescencia interna por célula obtenidos por citometria reflejaron
que la eliminacién del potasio del medio de cultivo reduce la absorcion de fluoresterol,
lo que podria deberse a una deficiencia en la formacién de las vesiculas de clatrina. En
estas condiciones, la presencia de L. reuteri CECT 8605 provoca una mayor reduccion en
la fluorescencia por célula que la debida Unicamente a la deficiencia en iones K" (Figura
4.21).
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Figura 4.21. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras la
incubacion de 2 horas con fluoresterol (5 upg/mL) en tres
condiciones: Control: medio de cultivo HT-29 estandar; -K*: con
tampdn libre de iones potasio y -K* y MPB040: con tampdn libre de
iones potasio y la cepa L. reuteri CECT 8605 inactivada térmicamente
(MPB040).

El efecto aditivo sobre la inhibicién de absorcién de fluoresterol, de L. reuteri
CECT 8605 sobre el efecto de la deplecion de potasio, condiciones en las que podriamos
asumir que el transporte de fluoresterol a través de NPC1L1 estd abolido, podria
interpretarse como que la muestra bacteriana actia por medio de un mecanismo
distinto a la absorcién de fluoresterol a través de este transportador, mediado por

vesiculas de clatrina.

B. Inhibicidn del transportador de membrana NPC1L1 por ezetimiba

Un efecto similar al inducido por la deplecidn de potasio en los cultivos de
enterocitos HT-29 podria obtenerse mediante un inhibidor especifico de NPC1L1 como
es la ezetimiba. De nuevo, tuvimos que asumir que la maxima concentraciéon de
ezetimiba efectiva (150 uM) provocaria que la actividad de NPC1L1 estaria
completamente abolida en nuestro modelo in vitro. En estas condiciones, en presencia
de ezetimiba 150 uM, la co-incubacién con L. reuteri CECT 8605 (5.10% ufc/mL) indujo

una mayor inhibicion de absorcién de fluoresterol, cuantificada por citometria, en los
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cultivos de enterocitos (Figura 4.22), que la observada en los cultivos incubados sélo con

ezetimiba.
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Figura 4.22. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras ser
incubadas con ezetimiba (150 uM), ezetimiba (150 uM) + L. reuteri CECT
8605 (5-10% ufc/mL) y L. reuteri CECT 8605 (5-10% ufc/mL) inactivado
térmicamente (MPBO040). CN: control negativo de células HT-29 sin

muestra.

Tal y como observamos en los ensayos de deplecion de potasio, la inhibicién de
absorciéon de fluoresterol en los enterocitos HT-29 inducidos por la maxima
concentracién de ezetimiba factible y por L. reuteri CECT 8605 son hechos aditivos que
parecen indicar que sus dianas, o los mecanismos a través de los cuales ejercen su

efecto, son distintos.

4.6.3.2. Efecto sobre la expresion del gen NPC1L1

La represion de la sintesis del receptor NPC1L1, a nivel de transcripcion, podria
explicar la reduccién en la absorcidn de fluoresterol por los enterocitos HT-29 inducida
por las muestras bacterianas seleccionadas. Esta hipdtesis se comprobd empleando
muestras de ARN total de células HT-29 cultivadas durante 24 horas con 5-10° ufc/mL de
las cepas L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, tratadas térmicamente (MPB040 y
MPBO054, respectivamente). Como controles negativos se empleé ARN extraido de

células incubadas con muestras que no habian mostrado efecto en ensayos de inhibicién
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de absorcion de fluoresterol (MPB158 y MPB185) y de células incubadas con PBS como
condicidn de referencia. Tras la extraccién de ARN y retrotranscripcion partiendo de 350
ng de ARN (ver apartado 3.10.1 y 3.10.2 de “Materiales y Métodos), se procedid al
anadlisis mediante PCR cuantitativa (ver apartado 3.10.4 de “Materiales y Métodos”),
cuantificando los transcritos del gen NPC1L1 por medio de los cebadores hNPC1L1_D vy
hNPC1L1 R, y los transcritos del gen control GAPDH con los cebadores hGAPDH_Rw y
hGAPDH_Fw. La amplificacién se realiz6 en condiciones estandar con una temperatura
de hibridacién de 50 oC. Los valores de expresién génica se normalizaron mediante el

procedimiento descrito por Willems (Willems et al., 2008; Figura 4.23).
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Figura 4.23. Expresion génica relativa de NPC1L1 en células HT-29
incubadas con las muestras: L. reuteri CECT 8605 tratado térmicamente
(MPBO040), B. breve CECT 8606 tratado térmicamente (MPBO054), L. gasseri
BT 817 inactivado con H,0, (MPB158) e inactivado con etanol (MPB185) vy
un control de referencia con PBS. Las barras de error representan el

intervalo de confianza para a=0,05.

Los resultados de expresién relativa del gen NPC1L1, en enterocitos incubados
en presencia de muestras bacterianas, con respecto al grado de expresién de
enterocitos incubados con PBS, no revelaron diferencias significativas en ningun caso. La
expresion de NPC1L1 fue similar en enterocitos incubados con L. reuteri CECT 8605 y B.
breve CECT 8606 a la observada en el control de referencia (PBS) y los controles

realizados con muestras bacterianas negativas en nuestros ensayos de absorcién de
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fluoresterol. Por ello, descartamos que el mecanismo de accidn de las cepas probidticas
L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 se base en la represién del gen NPC1L1.

4.6.4. Captacion del fluoresterol/colesterol por la cepa probidtica

Llegados a este punto, en el que hemos descartado que L. reuteri CECT 8605 y B.
breve CECT 8606, en nuestras condiciones de ensayo, ejerzan su actividad inhibitoria
degradando el fluoresterol, hidrolizando las sales biliares que forman las micelas
transportadoras de fluoresterol/colesterol o alterando la accién del receptor de
membrana NPC1L1, nos planteamos estudiar la posibilidad de que las muestras
bacterianas fueran capaces de captar o absorber fluoresterol y evitar, de esta forma, su

absorcién por los enterocitos.

Los ensayos que realizamos para abordar este estudio se disefiaron para tratar
de detectar la fluorescencia asociada al fluoresterol en células de L. reuteri CECT 8605 y
B. breve CECT 8606 incubadas con micelas de fluoresterol. Concretamente, se incubaron
con fluoresterol (5 pg/mL) durante 2 horas a 37 °C las siguientes suspensiones
bacterianas: L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 (5.10° ufc/mlL) tratados
térmicamente (MPB040 y MPB054). Como controles incluimos tres muestras que
resultaron negativas en la blsqueda de actividad inhibitoria de absorcidn de
fluoresterol: Leuconostoc mesenteroides BT 577 control vivo (MPB022) e inactivado
térmicamente (MPB049) y Lactobacillus reuteri BT 836 inactivado térmicamente
(MPB042). Las muestras bacterianas fueron también sometidas a una tincidén con
bromuro de etidio, para facilitar la identificacién de la poblacidn bacteriana en el andlisis

mediante citometria de flujo (ver apartado 3.8.2 de “Materiales y Métodos”).

Los resultados obtenidos al cuantificar la fluorescencia Unicamente debida al
fluoresterol mediante la técnica citada, mostraron que L. reuteri CECT 8605 y B. breve
CECT 8606 tratados térmicamente (MPB040 y MPB054, respectivamente) exhibian una
mayor fluorescencia por célula que las muestras control negativo (Figura 4.24.A).
Ademas, si se tiene en cuenta el porcentaje de células fluorescentes, observamos que en

el caso de las muestras MPB040 y MPB054, casi el 100 % de las bacterias de la poblacidn
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analizada presentaban fluorescencia caracteristica del fluoresterol, mientras que no se
superaba el 50 % de bacterias fluorescentes en las muestras bacterianas incluidas como

controles negativos (Figura 4.24.B).
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Figura 4.24. (A) Intensidad de fluorescencia por célula bacteriana,
expresada como media geométrica y (B) porcentaje de células
bacterianas fluorescentes, obtenido mediante citometria tras
incubar las muestras indicadas (5~108 ufc/mL) con fluoresterol (5

ng/mL).

La fluorescencia debida a la absorcién de fluoresterol en cultivos celulares de
enterocitos pudo detectarse mediante microscopia de fluorescencia convencional
(Figura 4.7). En el caso del anadlisis de poblaciones bacterianas, la amplificacion éptica
necesaria (1000x) y los fendmenos de autofluorescencia, dificultd comprobar la

incorporacién de fluoresterol en las suspensiones bacterianas. Por este motivo, se
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recurrié al uso de la microscopia laser confocal para visualizar las muestras L. reuteri
CECT 8605 inactivada térmicamente (MPB040), B. breve CECT 8606 inactivada
térmicamente (MPB054) y L. reuteri BT 836 inactivada térmicamente (MPB042; control
negativo) tras ser incubadas, durante 2 horas, con micelas de fluoresterol (5 pug/mL;
Figura 4.25). La identificacidon de las muestras bacterianas se realiz6 mediante tincion
con DAPI, que confiere propiedades fluorescentes (excitacién 358 nm/emisién 461 nm)
al unirse a moléculas de ADN. En el caso de muestras procariotas, como las que nos

ocupan, la tincién se localiza en el citoplasma celular.

Las imagenes obtenidas con L. reuteri CECT 8605 (MPB040) y B. breve CECT 8606
(MPB054) demuestran claramente que estas bacterias son capaces de incorporar
fluoresterol en su estructura celular, a diferencia de lo que se observa con el control
negativo L. reuteri BT 836 (MPB042). La superposicion de sefiales obtenidas por la
incorporacién de fluoresterol y DAPI, ademds, parece indicar que el analogo de
colesterol se acumula en el citoplasma bacteriano en las dos cepas (Figura 4.25). Un
analisis mas detallado de células de L. reuteri CECT 8605 (MPBO040) incubadas con
fluoresterol y tefiidas con DAPI, sustenta que el fluoresterol parece acumularse en el
citoplasma. El perfil de intensidad de la fluorescencia debida a DAPI (marcador
fluorescente, que en este caso determina la localizacion del citoplasma) y del
fluoresterol coinciden casi completamente al analizar un corte transversal virtual de una
célula de L. reuteri CECT 8605 (MPBO040). Ademas, al cuantificar la intensidad de
fluorescencia debida a fluoresterol en células unidas apicalmente detectamos una

menor intensidad en la envoltura celular en contacto entre ambas células (Figura 4.26).
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Figura 4.25. Imagenes de microscopia laser confocal de L. reuteri CECT 8605
(MPB040; A), B. breve CECT 8606 (MPBO54; B) y L. reuteri BT 836 (MPB042; C). La
captacidon de imdgenes bajo dos condiciones de excitacién/emisién de fluorescencia
permite detectar bacterias tefiidas con DAPI (canal I), comprobar la presencia de

fluoresterol (canal Il) y la superposicion de ambos fluoréforos (canal | + 11).
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Figura 4.26. Muestra L. reuteri CECT 8605 (MPB040) marcada con DAPI (azul)

y fluoresterol (verde). Intensidad de fluorescencia en un corte longitudinal
(A) y transversal (B). (D) Intensidad de fluorescencia basal asociada a

fluoresterol libre.

Los resultados obtenidos mediante citometria y microscopia demuestran que L.
reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 poseen la capacidad de absorber fluoresterol, en
nuestras condiciones de ensayo. Este hecho, junto a los resultados negativos obtenidos
en los ensayos realizados para comprobar otros posibles mecanismos de accién, apunta
a que ambas cepas ejercen su efecto inhibitorio gracias a que captan el fluoresterol del
medio extracelular, compitiendo por tanto con los enterocitos HT-29 por este

compuesto.
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4.7. Adquisicion de la capacidad de captar fluoresterol

El Departamento de Bioprocesos de nuestra compafiia tiene como una de sus
funciones la optimizacion de las condiciones de cultivo de cepas bacterianas. La cepa B.
breve CECT 8606 es capaz de alcanzar una concentracion de células viables en torno a
5-10° ufc/mL, al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, en las condiciones de
cultivo iniciales disefiadas para este microorganismo (Tabla 3.10). En cambio, la cepa L.
reuteri CECT 8605 mostrd una concentracion de bacterias viables muy baja en la misma
fase de crecimiento (Tabla 3.10), por lo que fue objeto de varios ensayos de
optimizacidon de sus condiciones de cultivo. Gracias a estos ensayos, se selecciond un
nuevo medio de cultivo (medio CR20), distinto pH de crecimiento y tiempo de
incubacién (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Condiciones de cultivo y viabilidad de la cepa L. reuteri
CECT 8605.

Medio de cultivo Condiciones de cultivo Concentracién (ufc/mL)

pH 5 9
CR20 8 horas de cultivo 4,1-10
General PH 6 0,6-109

14 horas de cultivo

La mejora en la eficiencia de las condiciones de cultivo, asi como la capacidad de
inhibir la absorcion de fluoresterol en cultivos de enterocitos, de las muestras
bacterianas obtenidas con el nuevo proceso, se comprobé en dos experimentos
independientes. Se realizaron dos réplicas de fermentaciones en medio General
(mGeneral), medio en el que se habia cultivado habitualmente L. reuteri CECT 8605, y
otras dos fermentaciones en las nuevas condiciones con medio CR20 (mCR20). La
biomasa obtenida se inactivd mediante tratamiento térmico y se comprobd su efecto
sobre la absorcion de fluoresterol en células HT-29. Los resultados comparativos en
cuanto a la concentracién de bacterias viables y su efecto sobre la absorcion de

fluoresterol se muestran en la figura 4.27.
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Figura 4.27. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras ser
incubados con fluoresterol (5 pg/mL) y L. reuteri CECT 8605 inactivado
térmicamente, cultivado en dos medios distintos. En naranja se muestra la
concentracion de bacterias viables de los cultivos de los que se obtuvieron
las muestras bacterianas. CN: control negativo de células HT-29 sin muestra

y CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba.

Los resultados mostraron que, efectivamente, la cepa L. reuteri CECT 8605
exhibe un mayor crecimiento en medio CR20 (mCR20) pH 5 tras 8 horas de cultivo en
comparacién con el obtenido tras 14 horas de cultivo en medio General (mGeneral) pH
6. Sin embargo, las muestras bacterianas obtenidas en mCR20 e inactivadas
térmicamente, no mostraron la capacidad de inhibir la absorcién de fluoresterol que
poseen las células de esta misma cepa cultivadas en mGeneral. Estos resultados nos
llevaron a suponer que las condiciones de crecimiento son determinantes para que este
microorganismo posea o no la capacidad hipocolesterolémica que detectamos en los

ensayos in vitro.

Otro aspecto caracteristico de las muestras de L. reuteri CECT 8605 cultivado en
medio General pH 6 es que, a pesar de la baja concentracidon de bacterias viables que
presentan, la cantidad de biomasa (en forma de peso humedo, datos no mostrados) no
es inferior en la misma proporcidn calculada en base a ufc/mL, aproximadamente 7
veces menos, a la biomasa de muestras obtenidas en medio CR20 pH 5. Este hecho y sus

posibles implicaciones se estudiaran mds adelante.
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4.7.1. Tiempo de incubacion de cultivos de L. reuteri CECT 8605

Uno de los parametros que diferencia las dos condiciones de cultivo empleadas
para obtener biomasa de L. reuteri CECT 8605 es el tiempo de incubacidon de los cultivos
(12-14 horas en el caso de las condiciones iniciales y 7-8 horas en el caso de las
condiciones optimizadas). Para investigar si este factor era el determinante en la
adquisicion de la capacidad de absorber fluoresterol por las células de L. reuteri CECT
8605, se llevé a cabo un ensayo cultivando dicha cepa en los dos medios (mCR20 y
mGeneral), tomando muestras a distintos tiempos de cultivo. Las muestras se
emplearon para cuantificar la concentracidn bacteriana vy, tras inactivar las bacterias por
calor y estandarizar su concentracién, ensayar en cultivos de enterocitos HT-29 la

capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol.

Observamos que en el caso de las muestras generadas a partir de medio
General, las suspensiones bacterianas obtenidas a distintos tiempos de crecimiento
mostraron un grado de inhibicidn sobre la absorcidn de fluoresterol y una concentracion
de bacterias (antes de estandarizar) similares, independientemente del tiempo de
crecimiento. En cambio, cuando L. reuteri CECT 8605 se cultivd en medio CR20, se
produjo un ligero incremento en su capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol,
acompafiado de una leve disminucidn en la concentracion de bacterias, en las muestras

tomadas en los uUltimos tiempos de crecimiento (Figura 4.28).
Estos resultados no sefialaron, al menos con un elevado grado de certidumbre,

gue el tiempo de crecimiento fuera un factor clave en el proceso de obtencién de células

de L. reuteri CECT 8605 con capacidad de absorber fluoresterol.
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Figura 4.28. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras ser incubados
con L. reuteri CECT 8605 inactivado térmicamente y fluoresterol (5 pg/mL). En
naranja se muestra la concentraciéon de bacterias viables de los cultivos de los
que se obtuvieron las muestras. CN: control negativo de células HT-29 sin

muestra y CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba.

4.7.2. Composicion del medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo es otro parametro que diferencia las dos
condiciones empleadas para obtener células de L. reuteri CECT 8605. La concentracién
de extracto de levadura, la concentraciéon y composicién de la fuente de carbono vy la
concentracién de di-potasio hidrégeno fosfato son los tres puntos que diferencian a los
dos medios. La influencia de cada uno de estos ingredientes se ensayé modificando su
concentracién basal en el medio General (Tabla 4.3). Los medios de cultivo se utilizaron
para obtener biomasa de L. reuteri CECT 8605, que se tratd térmicamente antes de

analizar su efecto sobre la absorcidn de fluoresterol en células HT29.

Los resultados de estos analisis mostraron que el efecto inhibitorio se mantenia
en aquellas muestras bacterianas obtenidas en medio General como base, sin afectar
significativamente las modificaciones realizadas en su composicidn. De igual forma, los

cambios en la composicion del medio CR20, disefiados para simular caracteristicas del
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medio General, no permitieron obtener muestras de L. reuteri CECT 8605 con una mayor

concentracién de células viables empleando como base este ultimo medio (Figura 4.29).

Tabla 4.3. Composiciéon parcial del medio de cultivo General y nuevas
formulaciones.
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g/L
Componente - - -
mGeneral MedioA  Medio B MedioC mCR20
Extracto de levadura 22 44 22 44 44
Glucosa 40 40 120 120 -
Maltodextrina - - - - 120
Di-Potasio hidrogeno fosfato 2 2 2 2 0,5
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Figura 4.29. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras ser incubados
con fluoresterol (5 pug/mL) y L. reuteri CECT 8605 inactivado térmicamente,
cultivado durante 14 h en los medios indicados en la tabla 4.3. En naranja se
muestra la concentracién de bacterias viables tras las 14 h de cultivo. CN:

control negativo de células HT-29 sin muestra y CP: células HT-29 incubadas con

ezetimiba.
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4.7.3. Efecto del pH

El dltimo parametro que diferencia las condiciones de crecimiento de L. reuteri
CECT 8605 que dan lugar a muestras de células con capacidad de absorber fluoresterol o
no, es el pH del medio, que es fijado y controlado a lo largo de todo el cultivo. El pH del
medio de cultivo que se empled con el medio CR20 fue 5, mientras que el pH del medio
General fue 6. Para comprobar cémo afectaba este factor a la capacidad de absorber
fluoresterol por parte de las células de L. reuteri CECT 8605, se cultivé la cepa en medio
CR20 a distintos pH y a pH libre durante 14 h. Tras el cultivo, las muestras fueron
inactivadas térmicamente y, posteriormente, se analizd el efecto sobre la absorcion de

fluoresterol en células HT-29 (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras ser incubadas con
fluoresterol (5 ug/mL) y con L. reuteri CECT 8605, cultivado en mCR20 a los pH
indicados e inactivado térmicamente. En naranja se muestra la concentracion
bacteriana de cada uno de los cultivos tras 14 h, en mCR20 y el pH indicado.
MPBO040: resultados con muestra obtenida en mGeneral pH 6. CN: control negativo
de células HT-29 sin muestra; CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba.
*Viabilidad de 2,3.10° ufc/mL.

Los resultados mostraron una correlacién directa entre el efecto inhibitorio
exhibido por las muestras bacterianas sobre la absorcion de fluoresterol en enterocitos

HT-29 y el pH determinado durante su cultivo (Figura 4.30). Por el contrario, la viabilidad
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bacteriana al final del cultivo fue indirectamente proporcional al valor de pH del medio
de cultivo. Los resultados obtenidos en los ensayos realizados demuestran que el
cambio de una unidad en el pH de crecimiento (de pH 5 a 6) es suficiente para
incrementar significativamente la actividad inhibitoria de L. reuteri CECT 8605 sobre la

absorcién de fluoresterol, de un 25-30 % hasta un 50 %.

En este punto, quisimos averiguar si la modificacién en el pH extracelular debia
realizarse desde el inicio del cultivo o bien, si podriamos obtener cultivos con elevada
concentracion bacteriana en medio CR20 a pH 5 y “activar” la capacidad de absorber
fluoresterol incubando la biomasa obtenida a pH 6 durante la fase estacionaria del
cultivo bacteriano. Para ello, se cultivd la cepa L. reuteri CECT 8605 en medio CR20 a pH
5y en medio CR20 a pH 5 con 40 g/L adicionales de glucosa, y tras 14 horas de cultivo se
modificd el pH a 6, incubando los cultivos en estas condiciones hasta un total de 38
horas. Posteriormente, las muestras bacterianas obtenidas a distintos tiempos fueron
inactivadas térmicamente y se analizd su efecto sobre la absorcion de fluoresterol en

células HT-29.

Las muestras obtenidas a las 14 horas de incubacidn, a un pH de 5, mostraron
una viabilidad esperada (5-10° ufc/mL), que no se modificé en muestras posteriores.
Como era esperado, las muestras obtenidas en medio CR20 a pH 5 no inhibieron la
absorcion de fluoresterol, ni a las 14 horas de incubacion (pH 5), ni tras 10 horas (24
horas totales) o 24 horas (38 horas totales) adicionales de incubacion a pH 6. De igual
modo, las muestras obtenidas por cultivo en medio CR20 suplementado con glucosa y
14 horas de incubacién a pH 5, tampoco fueron capaces de inhibir la absorcidn de
fluoresterol. Sin embargo, una vez modificado el pH a un valor de 6 y tras 10 horas y 24
horas mas de incubacién en estas condiciones, las células de L. reuteri CECT 8605
obtenidas del medio CR20 suplementado con glucosa, exhibieron actividad inhibitoria

sobre la absorcion de fluoresterol en cultivos de enterocitos (Figura 4.31).
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Figura 4.31. Fluorescencia intracelular de células HT-29 tras la incubacién con
fluoresterol (5 ug/mL) y L. reuteri CECT 8605 inactivado térmicamente; cultivado en
mCR20, estandar y suplementado con glucosa, a pH 5 hasta las 14 horas de cultivo
y después a pH 6 hasta los tiempos indicados. En naranja se muestra la
concentracion bacteriana de cada uno de los cultivos de los que se obtuvieron las
muestras. MPB040: resultados obtenidos con L. reuteri CECT 8605 cultivado en
mGeneral pH 6. CN: control negativo de células HT-29 sin muestra, CP: células HT-

29 incubadas con ezetimiba.

La presencia de una mayor concentracion de fuente de carbono es la Unica
diferencia entre las dos condiciones ensayadas. Esto puede indicar que la modificacién
del pH extracelular induce la capacidad de absorber fluoresterol Unicamente en células
de L. reuteri CECT 8605 metabdlicamente activas, estado que es promovido por la mayor
concentracién de la fuente de carbono en el caso de las muestras obtenidas a partir de

medio CR20 suplementado con glucosa.

4.7.3.1. Especificidad de la capacidad inhibitoria por cambio de pH del medio de cultivo

La Unica cepa bacteriana de la coleccidon de muestras que ha sido analizada tras
ser cultivada en diferentes condiciones ha sido L. reuteri CECT 8605. Por lo tanto, no
conocemos si otras cepas pueden sufrir un fendmeno similar, es decir, exhibir capacidad
de inhibir la absorcidn de fluoresterol en enterocitos HT-29 Unicamente al ser cultivadas

en condiciones especificas. Por este motivo, se decidié comprobar si este fendmeno se

161



4. Resultados y Andlisis

daba en otras cepas. Para ello, se cultivd en varios medios una fraccién de las especies
qgue forman la coleccion de cepas empleada en esta memoria y de otras cepas de las que
disponemos en los laboratorios de Biosearch S.A.: (i) Las cepas que se cultivaron
originalmente en medio General pH 6 o medio CR20 pH 5, se cultivaron adicionalmente
en el medio necesario para obtener muestras en las dos condiciones. (ii) Las cepas que
originalmente se obtuvieron en un medio distinto al General y CR20, se cultivaron en
estos dos medios, disponiendo por tanto de 3 muestras de biomasa de estas estirpes
bacterianas. (iii) Por ultimo, las cepas del género Bifidobacterium, que no son viables en
los medios General y CR20, se cultivaron en su medio original, pero empleando 3 valores
de pH: 5; 5,5y 6, obteniendo también en este caso 3 muestras de cada cepa bacteriana.
Una vez obtenidas las suspensiones bacterianas, se inactivaron térmicamente y se

analizo su efecto sobre la absorcion de fluoresterol en enterocitos HT-29.

Tras analizar los resultados (Figura 4.32), observamos que ninguna de las otras
cepas de L. reuteri estudiadas fue capaz de inhibir la absorcion de fluoresterol,
independientemente del medio de cultivo empleado para su crecimiento. Tampoco
detectamos variaciones significativas en la actividad inhibitoria de cepas pertenecientes
a los géneros Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium. Lactobacillus
coryniformis CECT 5711 si mostré distinto comportamiento en los ensayos realizados en
enterocitos, dependiendo del medio de cultivo empleado para su crecimiento. Sin
embargo, dicho comportamiento fue en sentido contrario (activo a pH 5, inactivo a pH 6)
al observado en L. reuteri CECT 8605, al igual que el cambio producido en la
concentracién de bacterias viables de esta cepa (Tabla 4.4). Las cepas de Lactobacillus
salivarius produjeron un incremento en la actividad inhibitoria de patrén similar a L
reuteri CECT 8605, es decir, al modificar el valor de pH de 5 a 6, si bien el incremento en
su actividad no fue de magnitud comparable a lo observado en L. reuteri CECT 8605.
Ademas, tras el cambio de las condiciones de cultivo no observamos ningun efecto sobre

la viabilidad de estas cepas que fuera similar a lo observado en L. reuteri CECT 8605.
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Tabla 4.4. Concentracion bacteriana de los cultivos al finalizar cada una de las
fermentaciones y condiciones de crecimiento (medio de cultivo y pH).

. Especifico
Medio (Tabla 3.9) CR20  General Bfo4
pH5 pH 6
pH pHS5 pHS5,5 pH6
CECT7260 6,1-10°  4,0-10°
L. reuteri BT 836 1,6:10"°  3,1:10°
CECT7266 52:10°  3,5:10°
Le. lactis BT 575 4310° 1,5-10"
Le. mesenter. D177 2,410°  6,1-10°
P. pentosac. BT 837 2,310°  2,5:10°
L. fermentum  CECT5716 5  7,2.10° 5,510° 1,1.10"
L. coryniformis  CECT5711 6  5,810° 6,2.10° 6,4-10°
o CECT7261 6 1,110 7,410° 2,910°
L. salivarius 5 9 9
CECT5713 5 5,610 9,9-10 3,9-10
L. gasseri CECTS5714 45 6,1.10° 7,1510  6,5-10°
CECT8606 3,310° 5,510° 3,410°
B. breve 9 9 9
CECT7263 2,310 8,9-10° 8,810
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Figura 4.32. Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras una incubacién con
fluoresterol (5 pg/mL) y bacterias inactivadas térmicamente, cultivadas en los medios
especificos (morado), medio CR20 pH 5 (azul) y medio general pH 6 (naranja). CN: control
negativo de células HT-29 sin muestra, CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba. #Medio
originalmente empleado para la obtencién de muestras de la coleccién o su empleo
general.
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Figura 4.32 (Cont.). Fluorescencia intracelular de enterocitos HT-29 tras una
incubacion con fluoresterol (5 pg/mL) y bacterias inactivadas térmicamente,
cultivadas en los medios especificos (morado), medio CR20 pH 5 (azul) y medio
general pH 6 (naranja). CN: control negativo de células HT-29 sin muestra, CP:
células HT-29 incubadas con ezetimiba. ¥ Cepas cultivadas en medio Bf04 a
distintos pH. *muestras consideradas positivas (inhibicion de la absorcidn de

fluoresterol superior al 30 % y estadisticamente significativo p < 0,05).

El caso de L. gasseri CECT 5714 es destacable, ya que aumenta su capacidad de
inhibir la absorciéon de fluoresterol, de manera inversamente proporcional a la
concentraciéon de bacterias viables obtenida en cada medio de cultivo ensayado.
Ademas, estos hechos (incremento en la capacidad inhibitoria y descenso en la
concentracién celular) muestran una mayor magnitud a medida que el pH de cultivo es
mas alcalino. Sin embargo, las muestras activas de este microorganismo, no presentaron
una concentracion de biomasa anormalmente elevada en relacién a su concentracion de
bacterias viables, tal y como ocurre en las muestras de L. reuteri CECT 8605 cultivado en
medio General pH 6. Globalmente, y quizd exceptuando el caso de L. gasseri CECT 5714,
no observamos un comportamiento similar al detectado en L. reuteri CECT 8605, en
cuanto a una capacidad de crecer y de inhibir la absorcién de fluoresterol dependientes
del cambio de una unidad de pH extracelular, en ninguno de los microorganismo

ensayados.
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4.8. Caracterizacion de Lactobacillus reuteri CECT 8605

Como hemos visto, el pH de cultivo determina la capacidad de la cepa L. reuteri
CECT 8605 de inhibir la absorcion de fluoresterol en cultivos de enterocitos HT29 (Figura
4.30), y esta actividad esta relacionada con su habilidad de captar fluoresterol, como
hemos visto en ensayos previos (ver apartado 4.6.4). La relacién entre ambos hechos
puede verse en la diferente capacidad que exhiben células de L. reuteri CECT 8605
cultivadas en medio General pH6, positivas en los ensayos en enterocitos HT-29, y en
medio CR20 pHS5, negativos en dichos ensayos celulares, para captar fluoresterol (Figura
4.33).

Otra caracteristica, mencionada previamente, que diferencia las muestras de
biomasa de L. reuteri CECT 8605 obtenidas en estas dos condiciones es la menor
concentracién de células viables que se obtienen en medio General. Aproximadamente,
los cultivos de L. reuteri CECT 8605 en medio General pH 6 pueden mostrar hasta un
orden menos de bacterias viables que los realizados en medio CR20 pH 5. Sin embargo,
la cantidad biomasa cuantificada como masa himeda o densidad 6ptica (600 nm),
obtenida en cada uno de los medios de cultivo no difiere en la misma proporcién.
Habitualmente, los cultivos obtenidos en medio General poseen aproximadamente un
20 — 30 % menos de biomasa que los cultivos en medio CR20. Por ello, al estandarizar las
muestras de la coleccién en base a la concentraciéon de bacterias viables (5-10°
bacterias/mL) los stocks de L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General tienen una
concentracién de biomasa significativamente superior a los stocks obtenidos tras

cultivar la misma cepa en medio CR20 (aproximadamente 3 — 4 veces mas biomasa

cuantificada por densidad dptica a 600 nm o volumen de peso himedo; Tabla 4.5).
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Figura 4.33. Intensidad de fluorescencia interna

bacteriana tras incubar las muestras indicadas (5-108
ufc/mL) tratadas térmicamente con fluoresterol (5

ug/mL).

Tabla 4.5. Comparacién de la biomasa y concentracidon en ufc/mL tras el cultivo

de L. reuteri CECT 8605 en las dos condiciones de crecimiento que se indican.

Cultivo Muestra
Biomasa Concentracion Biomasa Concentracion
(g/L) (ufc/mL) (g/L) (ufc/mL)
mGeneral pH 6 14 h 1,4 0,6:10° 11,95 5.10°
mCR20 pH 5 8h 2,1 4,110° 2,80 5-10°

Con estos precedentes, nos planteamos si la diferencia en la actividad inhibitoria
sobre la absorcion de fluoresterol que muestra L. reuteri CECT 8605 cultivado en las dos
condiciones podria ser debida a la mayor concentracion de biomasa de las muestras
(formada por células no viables, restos celulares...) obtenida en medio General. Esta
posibilidad se analizdé estudiando la inhibicién sobre la absorcion de fluoresterol en
enterocitos HT-29 que ejercieron suspensiones de L. reuteri CECT 8605, inactivadas
térmicamente, y estandarizadas en base a células viables (5-10% ufc/mL) y en base a
densidad éptica (DOgyonm = 0,2 unidades). Los resultados de este ensayo mostraron de
nuevo como L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6 inhibia la absorcién

de fluoresterol y como el mismo microorganismo cultivado en medio CR20 no ejercia el
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mismo efecto, tampoco al ensayar la misma cantidad de biomasa que en las muestras

obtenidas en medio General (Figura 4.34).
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Figura 4.34. Fluorescencia intracelular de células HT-29 incubadas con
fluoresterol (5 ug/mL) y con L. reuteri CECT 8605 cultivado en (A) medio
General (5-10% ufc/mL; DOggonm = 0,2), (B) medio CR20 (5-10% ufc/mL) y (C)
medio CR20 ajustando DOgggnm @ 0,2. CN: control negativo de células HT-29
sin muestra, CP: células HT-29 incubadas con ezetimiba. En naranja se
muestra la densidad dptica de la muestra bacteriana incubada con las células
HT-29 (DOgoonm; Naranja).

4.8.1. Caracteristicas bioquimicas de Lactobacillus reuteri CECT 8605

En ensayos previos, se observé que el fluoresterol absorbido por L. reuteri CECT
8605 se acumula principalmente en el citoplasma celular (ver apartado 4.6.4), por lo que
podriamos pensar que una de las posibles diferencias entre L. reuteri CECT 8605
cultivado en medio General y en medio CR20 debe residir en la envoltura celular, lo que
implicaria cambios en la permeabilidad bacteriana. Con el objeto de estudiar esta
posibilidad, tomamos fotografias mediante microscopia electronica de transmision de
células de L. reuteri CECT 8605 cultivadas en ambas condiciones (sin inactivar). Las
imagenes obtenidas, gracias a la colaboracion con el grupo del Dr. José Manuel
Dominguez de la Universidad de Granada, revelaron diferencias notables (Figura 4.35):

las bacterias cultivadas en medio CR20 pH 5 mostraron una morfologia y densidad
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electrénica normales y habituales en especies del género Lactobacillus. Por el contrario,
L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6 presentd células con bordes poco
definidos y una densidad no homogénea y difusa que puede interpretarse como la

existencia de una envoltura celular degradada.

1um

—_— — —
C 1pm ‘ D
Figura 4.35. Imagen de microscopia electronica de la cepa L. reuteri CECT

8605 cultivada en medio General a pH6 (A,B) y en medio CR20 a pH 5 (C,D).

La pared celular es la primera barrera que encontraria el fluoresterol para
acceder al citoplasma de la bacteria. Dado que en bacterias Gram positivas, como L.
reuteri CECT 8605, el peptidoglicano representa hasta el 90 % de la pared celular, se
decidié analizar si existen diferencias en la concentracién de peptidoglicano entre
células obtenidas mediante las dos condiciones de cultivo (mGeneral pH 6 y mCR20 pH
5).
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El andlisis del contenido en peptidoglicano estuvo marcado por dificultades
técnicas, propias de la metodologia y también ocasionadas por la naturaleza de las
muestras. Por este motivo, asumimos como semi-cuantitativos los resultados de estos
ensayos. Aun asi, L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio CR20 pH 5 parece poseer
mayor cantidad de peptidoglicano, expresado como microgramos por miligramo de peso

seco, que cuando se cultiva en medio General pH 6 (Figura 4.36).
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Figura 4.36. Concentraciéon de peptidoglicano en pug por mg de
peso seco para tres fermentaciones distintas (Exp. A, By C), de la
cepa L. reuteri CECT 8605 en medio CR20 pH5 (azul) y en medio

General pH6 (naranja).

Uno de los procesos bioldgicos que podria alterar la envoltura bacteriana de L.
reuteri CECT 8605, podria ser la accién de enzimas liticas enddgenas. Estas enzimas
tienen como funcién degradar la pared bacteriana con distintos objetivos, dependiendo
de la naturaleza de la enzima (lisis celular, division celular, renovacién y/o maduracién

de la pared...; Vollmer et al., 2008).

Para detectar posibles proteinas liticas en L. reuteri CECT 8605, se realizd un
zimograma en condiciones semi-nativas en geles de poliacrilamida empleando
Micrococcus luteus como sustrato. Este microorganismo es muy sensible a la actividad
de proteinas liticas y sus células se degradan rapidamente en presencia de enzimas
hidrolasas de peptidoglicano. Las muestras que se resolvieron en los zimogramas fueron

extractos proteicos obtenidos a partir de L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio CR20 a
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distintos pH y medio General pH6 (Figura 4.37). Las muestras se analizaron por

duplicado y estandarizando la cantidad de proteina total en cada pocillo.
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Figura 4.37. Zimograma (A) y SDS-PAGE (B) 20 pg de los extractos proteicos de L.

reuteri CECT 8605 cultivado en medio CR20 a pH 4 (lineas 1-2), pH 5 (lineas 3-4), pH
6 (5-6), pH7 (7-8) y medio General pH 6 (9-10).

Los resultados de este analisis revelaron la presencia de una enzima litica activa
en L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General. Esta enzima se detectd también en
las muestras obtenidas en medio CR20, pero principalmente cuando el pH del medio
extracelular fue 6 o superior. Ademas, la intensidad de la banda activa fue proporcional

al pH del medio de cultivo.

4.8.2. Analisis genético de Lactobacillus reuteri CECT 8605

La adquisicion de la capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol que exhibe
L. reuteri CECT 8605 al ser cultivado a pH 6, requiere que el microorganismo se
encuentre en crecimiento o, al menos, metabdlicamente activo (Figura 4.31), lo que
podria indicar que este fendmeno esté regulado por alguin factor genético. Para tratar
de localizar estos factores genéticos, se decidié identificar aquellos genes que se
expresan en mayor grado en condiciones de cultivo a pH 6 frente a pH 5. Para ello, se
realizd un experimento de hibridacién substractiva utilizando ARN total de la cepa L.
reuteri CECT 8605 cultivada en medio General pH 6 como muestra tester y ARN total
aislado de la misma cepa cultivada en medio CR20 pH5 como driver (ver apartado 3.11

de “Materiales y Métodos”).
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El resultado de este experimento fue una coleccién de pldsmidos con insertos
correspondientes a fragmentos de ADNc de genes sobreexpresados en la muestra tester
(L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6). Se analizaron 370 plasmidos,
descartando aquellos que presentaban el mismo inserto mediante hibridacion por Dot-
Plot o Southern (ver apartado 3.17 de “Materiales y métodos), secuenciando (Sistemas
Gendmicos, S.L.) finalmente 38 fragmentos. Las secuencias obtenidas se analizaron
informaticamente buscando similitud con secuencias nucleotidicas depositadas en la
base de datos del NCBI. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4.6, en la que
se ha incluido el identificador y posicidon en el genoma de la cepa bacteriana con mayor

similitud.

Para confirmar la validez de los resultados obtenidos en el experimento de
hibridacion substractiva, seleccionamos una serie de genes para analizar su nivel de
expresién en L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6 y en medio CR20 pH
5 (Figura 4.38). La cuantificacion por PCR a partir de ARN purificado en las condiciones
descritas de la expresiéon de estos genes, reveld que efectivamente dichos genes
mostraban una mayor expresién (superior a 10 veces) en medio General que en medio

CR20.

La identidad de los genes que se expresan en mayor grado en medio General pH
6, frente a medio CR20 pH 5, no arrojoé informacién clara sobre los elementos genéticos
que pueden determinar las diferencias observadas en L. reuteri CECT 8605 cultivado en
dichos medios. Ademds de secuencias con funcion desconocida en otros
microorganismos, se aislaron secuencias de genes que codifican proteinas de membrana
y transportadores. La modificacion de la expresion de estos genes puede deberse a la
adaptacion a una menor concentracion de protones extracelular, sin estar implicada en
las alteraciones observadas en la envoltura bacteriana de L. reuteri CECT 8605. Llama la
atencion la deteccidon de genes ribosomales (ARN ribosdmico y secuencias de proteinas
ribosomales) con un mayor grado de expresidon en medio General pH 6 frente a medio
CR20 pH 5. No se descarta que estos resultados sean un artefacto ocasionado por el
empleo de ARN total en vez de ARN mensajero en los experimentos de hibridacidn

substractiva.
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Tabla 4.6. Secuencias obtenidas tras un analisis informatico con la base de
datos del NCBI, donde se comparan con el genoma de L. reuteri 15007
CP006011.

Tipo de gen Plasmido Inserto (pb) Locus Posicion en el genoma
pASO7 149 LRI_0048A 48014-48162
pASO20 99 LRI_0044 44816-44718
pASO31 157 LRI_1003B 1017355-1017511
pASO33 95 LRI_1764D 1814643-1814737
Integrasas y/o pASO39 131 LRI_0567 573152-573282
transposasas pASO51 398 LRI_248c 255777-256174
pASO55 82 LRI_0946 966370-966451
pASO77# 130 LRI_1764 1814613-1814732
pASO331 131 LRI_0142 145991-146121
pASO348 181 LRI_0946 966328-966508
Transportadores de ~ PASO70 119 LRI_0205" 208582-208700
membrana pAS0370" 195 LRI_1674° 1719920-1719951
pASO258 118 LRI_1387 1411262-1411379
23 e lesledsaesters
pAS0312* 272 LRI_0744 756077-756183
Sintesis de dcidos (5> 7c¥ 172 LRI_1820 189897-190060
nucleicos
pASO338 118 LRI_1091 1111254-1111371
pASO343# 174 LRI_1832 1889025-1889177
pASO367 263 HI;/I_P;)ESF20153 517389-517649*
Sin funcién pASO49# 253 LRI_1348 1368763-1368875
ARN ribosémico pASO79 166 LRI_r0002 662621-662786
pASO328 115 LRI_1224 1249828-1249942
Metabolismo aa* pASO62 121 LRI_0289 295432-295552

#La similitud no pertenece al fragmento entero, pero si a mas del 60 % de pares de

bases. ¥Similitud inferior al 98 %. *Posicion en el genoma de Lactobacillus reuteri

SD2112, coédigo de acceso CP002844. “Metabolismo de aminodcidos. Secuencia

empleada para el disefio de oligonucledtidos empleados en los andlisis de expresidn
L. A B C D

génica de los genes "Integrasa, Transposasa A, "Transposasa B, "Transposasa C,

ETransportador ABCy FTransportador Na/H" en las gréaficas 4.38, y 4.40.
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Figura 4.38. Datos de expresidon génica relativa de algunos de los genes
detectados mediante hibridacidon substractiva en L. reuteri CECT 8605 cultivado
en medio General pH6 (azul) y en medio CR20 pH5 (naranja), empleando el gen

GAPDH como gen control.

Por otro lado, el grupo de genes que mayor nimero de resultados ha generado
ha sido el conjunto de genes relacionados con integrasas y/o recombinasas, asociados a
transposones o bacteriéfagos, asi como genes relacionados con la replicacion de ADN y
sintesis de bases nitrogenadas. El incremento de expresion de estos genes, asi como la
induccidon de una enzima litica, la baja viabilidad de los cultivos y la alteracién de la
envoltura bacteriana que experimenta L. reuteri CECT 8605 al ser cultivado en medio
General pH 6, parece apuntar a que la activacién de secuencias de profagos podria ser

responsable de los hechos descritos.

Siguiendo esta hipdtesis, nos sorprendié en cierta medida no detectar ninguin
gen que codificara enzimas liticas (autolisinas o endolisinas) con mayor expresién en
medio General. Apoyados por el hecho de haber identificado una de estas enzimas
mediante zimogramas, con actividad condicionada por el pH extracelular (ver apartado
4.8.1), disefiamos oligonucleétidos homdlogos a las secuencias de dos genes de enzimas
liticas de L. reuteri depositadas en la base de datos del NCBI (Tabla 4.7). Una
amplificacion a partir de ADN gendmico confirmd la presencia de uno de los genes

(LAR1322) en L. reuteri CECT 8605. El analisis de expresidon de este gen, determinado
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mediante gPCR en bacterias cultivadas en medio General y en medio CR20, reveld, de

nuevo, una mayor expresién en medio General (Figura 4.39).

Tabla 4.7. Autolisinas y holinas encontradas en la base de datos del

NCBI
Locus Descripcion Localizacion
LAR 1322 Autollsma. ' AP007281.1
(Lactobacillus reuteri JCM 1112) (1499136 — 1500059)
LAR 1284 Autollsma. ' AP007281.1
(Lactobacillus reuteri JCM 1112) (1462930 — 1464528)
Holina | LN906635.1
LRAT 1024 . .
CC53608_pl0 (Lactobacillus reuteri ATCC 53608) (24680 — 24949)
Holin 1l CP000705.1
L 0858 . .
rev_ (Lactobacillus reuteri DSM 20016) (910618 — 911067)
100
g
< 10
= Figura 4.39. Datos de expresién
© génica relativa del gen de la
:§ 1 enzima litica LAR 1322 en L. reuteri
g CECT 8605 cultivado en medio
] 0,1 - General pH 6 (azul) y medio CR20
pH5 (naranja).
0,01 -

LAR 1322

La autolisina mencionada anteriormente puede ser producida por un
bacteriéfago. Los fagos producen endolisinas que pueden ser translocadas a la pared
celular bacteriana mediante unas proteinas de membrana denominadas holinas, por el
sistema holina-lisina (Young, 2014). Por lo que, de igual forma que en el caso de las
enzimas liticas, se disefiaron 2 parejas de primers, a partir de secuencias de L. reuteri
depositadas en las base de datos del NCBI, de 2 genes de holinas y se analizd, mediante
PCR si la cepa L. reuteri CECT 8605 poseia estos genes en su genoma. En este caso, la
amplificacidon producida a partir de ADN gendmico de L. reuteri CECT 8605 no permitio

confirmar la presencia de estos genes en nuestra cepa.
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4.8.3. Deteccion de bacteriéfagos en Lactobacillus reuteri CECT 8605

Como hemos visto anteriormente, varios resultados obtenidos en nuestros
experimentos parecen apuntar a la existencia de algun profago funcional en L. reuteri
CECT 8605, que en cierta medida sea susceptible de ser activado por el cambio de pH del
medio de cultivo. Por ese motivo, se llevaron a cabo varios ensayos para tratar de
detectar elementos viricos. Por una parte, se traté de inducir la fase litica fagica
incubando L. reuteri CECT 8605 con mitomicina C en medio General pH 6. Sin embargo,
no se obtuvieron variaciones significativas en la densidad éptica a 600 nm del cultivo,

tras 7 h de incubacion (resultados no mostrados).

Por otro lado, realizamos ensayos de infeccion en medio sdlido, para tratar de
detectar placas de lisis, empleando sobrenadantes de L. reuteri CECT 8605 cultivado en
medio General pH 6 como agente virico y L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio CR20
pH 5y L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6 como receptores de la
infeccidn. Sin embargo, tras varios ensayos, no se observo aparicion de placas de lisis en

ninguna de las condiciones.

Por ultimo, empleando sobrenadante de L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio
General y sobrenadante de E. coli LE 392 infectada con el fago A como control positivo,
se intentd aislar ADN virico. Unicamente obtuvimos resultados positivos en el caso del
control positivo. Las muestras obtenidas del cultivo de L. reuteri CECT 8605 no
presentaron material genético ni al analizarse mediante electroforesis en geles de
agarosa ni al tratar de amplificar mediante gPCR posibles secuencias viricas
(transposasas/integrasas detectadas en el experimento de hibridacidn substractiva y

autolisina LAR 1322; resultados no mostrados).
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4.8.4. Especificidad de la expresidon génica en funcion del pH en cepas de L.

reuteri

A fin de comprobar si los cambios producidos a nivel genético en L. reuteri CECT
8605 por la variacidon de pH son especificos de cepa, se analizd la expresidn génica de
algunos de los genes detectados, segun los resultados de la hibridacidn substractiva, en
distintas cepas de L. reuteri cultivadas en medio CR20 pH5 y medio General pH 6 (Figura
4.40). Los resultados obtenidos mostraron diferencias en la expresién de algunos de los
genes estudiados, dependiendo de las condiciones de cultivo, en las cepas de L. reuteri
analizadas. Sin embargo, no observamos una réplica del patréon de expresion génica
detectado en L. reuteri CECT 8605 mediante hibridacién substractiva y comprobado

mediante PCR cuantitativa.
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Figura 4.40. Datos de expresidon génica relativa de distintos genes en medio
General pH 6 (azul) y medio CR20 pH5 (naranja) en las cepas: (A) L. reuteri CECT
7266 y (B) L. reuteri CECT 925.
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Al igual que con la cepa L. reuteri CECT 8605, se analizd también si alguna de las
cepas L. reuteri de las que disponemos en nuestro laboratorio poseen en su genoma
genes relacionados con la expresidon de genes que codifican para enzimas autolisinas u
holinas (Tabla 4.8)

Tabla 4.8. Deteccién mediante PCR de secuencias codificantes

para autolisinas y holinas en distintas cepas de L. reuteri.

Cepa ?:?'1';';; Holinl  Holin Il
L. reuteri CECT 8605 + - -
L. reuteri BT 836 - - -
L. reuteri CECT 7260 + - -
L. reuteri CECT 7266 + - -
L. reuteri CECT 925 + - -

Los resultados de estos ensayos revelaron la presencia de la autolisina LAR 1322
en el genoma de 3 de las cepas de L. reuteri analizadas. Por esta razén, decidimos
realizar un zimograma en condiciones semi-nativas a fin de comprobar la existencia o no
de tal actividad enzimatica, al igual que ya se hizo previamente con la cepa L. reuteri
CECT 8605 (ver apartado 4.8.1), cultivando las cepas descritas en la tabla 4.8 bajo 2

condiciones de crecimiento: medio General pH 6 y medio CR20 pH 5 (Figura 4.41).

Figura 4.41. Zimograma (A) y SDS-PAGE (B) realizados con 10 pg de los extractos proteicos
de (1,2) L. reuteri CECT 7260; (3,4) L. reuteri BT 836; (5,6) L. reuteri CECT 925; (7,8) L.
reuteri CECT 7266; (9) L. reuteri CECT 8605; (10) Marcador de peso molecular. (2,4,6,8,9)
Medio General pH 6; (1,3,5,7) Medio CR20 pH5.
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Los resultados obtenidos en los experimentos realizados para detectar el gen de
la autolisina LAR 1322, y los datos observados en los zimogramas de actividad litica,
indicaban que las cepas L. reuteri CECT 925, 7260 y 7266 poseen dicho gen; y que las
cepas CECT 925 y 7266 muestran una enzima litica mas activa al ser cultivadas en medio
General pH 6 frente a medio CR20 pH 5, al igual que lo observado en L. reuteri CECT
8605. Con estos precedentes, quisimos comprobar si la expresion del gen LAR 1322 en
ambos medios podia correlacionarse con la actividad enzimatica detectada en los
zimogramas. El analisis realizado mediante gPCR, a partir de ARN aislado de ambas
cepas cultivadas en medio General y medio CR20 (Figura 4.42), mostré que el gen
estudiado si se sobreexpresaba en medio General en la cepa CECT 7266, tal y como
ocurre en L. reuteri CECT 8605, pero revelé que dicho gen exhibia un grado de expresion
similar en las dos condiciones estudiadas en L. reuteri CECT 925. Estos resultados arrojan
cierta incertidumbre sobre la posibilidad de que la enzima litica identificada en los
distintos zimogramas esté codificada por el gen LAR 1322, en las 4 cepas de L. reuteri en

las que hemos detectado dicha enzima y comprobado la presencia del gen estudiado.

La cepa L. reuteri CECT 7266 presenta caracteristicas moleculares similares a L.
reuteri CECT 8605: sobreexpresion del gen LAR 1322 (Figura 4.42) y una mayor actividad
litica al ser cultivado en medio General pH 6. Sin embargo, L. reuteri CECT 7266 no ha
demostrado capacidad de reducir la absorcion de fluoresterol en los ensayos realizados
en enterocitos HT-29 (datos no mostrados), ni presenta una baja concentracién de
bacterias viables al ser cultivada en medio General. Todo ello parece indicar que la
capacidad de absorber fluoresterol de L. reuteri CECT 8605, al ser cultivado a pH 6,

puede ser condicionada por otros factores distintos a exhibir una mayor actividad

autolitica.
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;‘ Figura 4.42. Datos de expresion génica
'é 10 relativa (QPCR) del gen LAR 1322, en las
E’ cepas de L. reuteri indicadas cultivadas
c
0 1 - en medio General pH 6 (azul) y medio
7 4 I
g CR20 pH5 (naranja) en las cepas que se
x -
i indican.
0,1 -

CECT 7266 CECT 925

178



4. Resultados y Andlisis

4.9. Estudio de la actividad in vivo de Lactobacillus reuteri CECT

8605 y Bifidobacterium breve CECT 8606 en un modelo animal

Las dos cepas bacterianas seleccionadas, L. reuteri CECT 8605 y L. reuteri CECT
8606, han demostrado sobradamente su capacidad hipocolesterolémica en nuestros
ensayos in vitro. El mecanismo de accidn por el cual reducen la absorcién de fluoresterol
en enterocitos, de producirse in vivo también, podria llevar a reducir la absorcién de
colesterol dietético o enddgeno presente en el tracto digestivo. Por este motivo, se
decidid comprobar el efecto de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, vivos e
inactivados térmicamente, en un modelo de hipercolesterolemia inducida por la dieta
en ratas Wistar hembras. El ensayo se llevd a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Julio Géalvez y del Dr. Juan Duarte de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Granada.

Se emplearon 60 ratas Wistar hembra de un peso aproximado de 200 g,
distribuidas en grupos de 10 animales, tal y como se indica en la tabla 4.9. El estado
hipercolesterolémico se indujo complementado el pienso estandar con un 1 % (p/p) de
colesterol. La dosis de bacterias probidticas se establecié en 2-10° bacterias por animal y
dia, administradas en el agua de bebida. El establecimiento de la hipercolesterolemia se
comprobd tomando muestras de sangre cada 7-10 dias a fin de determinar los niveles
de colesterol en suero. Tras 57 dias de estudio, el grupo con dieta hipercolesterolémica
(B) mostrd diferencias significativas en cuanto al nivel de colesterol en plasma en
comparacién con el grupo control (A; Figura 4.43). A pesar de ello, prolongamos el
ensayo durante un total de 94 dias, momento en el que se procedio al sacrificio de los
animales, y obtencion de muestras de sangre para determinar colesterol total,
lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), triglicéridos,

fosfolipidos y glucosa.
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Tabla 4.9. Distribucion de las ratas Wistar y las muestras empleadas en el ensayo

in vivo de reduccion de absorcidon de colesterol.

o

Grupo . Dieta Muestra Dosis/diaria
animales
A 10 Estandar - -
B 10 Estandar + 1% colesterol - -
C 10 Estandar + 1% colesterol L. reuteri CECT 8605 2.10° ufc
D 10 Estandar + 1% colesterol L reuter! CE.CT 8605 2.10° ufc
tratada térmicamente
E 10 Estandar + 1% colesterol B. breve CECT 8606 2.10° ufc
F 10 Estandar + 1% colesterol B. breve CECT 8606 2.10° ufc

tratada térmicamente

Los resultados obtenidos revelaron que los 4 grupos de animales que
consumieron muestras bacterianas presentaron valores de colesterol sérico menores
que los del control hipercolesterolémico (grupo B), en el punto medio del ensayo. Esta
reduccion acercd los valores de los grupos tratados con L. reuteri CECT 8605 y B. breve
CECT 8606 a los observados en el control sano (grupo A), siendo esta reduccion
significativa estadisticamente Unicamente en el grupo de animales que consumieron B.
breve CECT 8606 inactivado térmicamente (Figura 4.43.A). En las siguientes
cuantificaciones de colesterol total, a los 94 dias de ensayo, observamos cdmo estas
diferencias desaparecian, obteniendo valores de colesterol total sérico similares en
todos los grupos animales que consumieron pienso enriquecido en colesterol (Figura

4.43.B).
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Figura 4.43. Colesterol en suero de los 6 grupos de ratas Wistar tras 57 dias (A) y 94 dias
(B) de estudio. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM) de los
valores obtenidos en cada grupo. Los simbolos sefialan los grupos con diferencias
significativas segun la prueba estadistica t-Student con un a = 0,05 y p < 0,5 respecto al
grupo control A (*) o al grupo hipercolesterolémico B ().
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Figura 4.44. Colesterol-HDL (A), colesterol-LDL (B) y relacion
LDL/HDL (C) medido en los 6 grupos de animales tras 94 dias de
estudio. Las barras de error muestran el error estandar de la media.
El simbolo (#) representa los grupos con diferencias significativas
segun la prueba estadistica t-Student con un a = 0,05 vy p < 0,5
respecto al grupo control (A) y el asterisco (*) con respecto al grupo

hipercolesterolémico (B).
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Los datos de concentracién de HDL determinados en las muestras finales (94
dias) de los grupos de animales, que consumieron probioticos (C-F) fueron similares a los
del grupo control sano (A), en contraste con el grupo control hipercolesterolémico (B),
donde los niveles de HDL fueron mas bajos (Figura 4.44.A). El perfil inverso, valores
similares en el grupo sano y los grupos tratados con bacterias, pero una concentracion
significativamente mas elevada en el grupo hipercolesterolémico, se observé al analizar
los datos de LDL en suero. En ambos casos, las diferencias fueron estadisticamente
significativas. Los valores de concentracién de HDL y LDL obtenidos determinaron que el
indice LDL/HDL en los animales que consumieron las muestras bacterianas fueron
similares a los del grupo sano, muy por debajo del indice LDL/HDL calculado para los

animales del grupo control hipercolesterolémico (Figura 4.44.C).

En cuanto al andlisis de otros pardmetros, tales como la concentracién de
glucosa en sangre, reveld un incremento en el grupo hipercolesterolémico (grupo B)
frente al grupo control (grupo A), posiblemente debido a un proceso de resistencia a
insulina asociado generalmente a hipercolesterolemia y bajos niveles de colesterol HDL.
Los 4 grupos de animales que consumieron probiéticos mostraron un descenso en los

niveles de glucemia hasta valores similares a los del control sano (Figura 4.45).
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Figura 4.45. Glucemia media en los 6 grupos de animales, a los
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94 dias de inicio del ensayo. Las barras de error representan el
error estdndar de la media. Se sefalan aquellos grupos que
presentan diferencias significativas (t-Student a=0,05 y p<0,5):
”Respecto al control sano (A); *Respecto al control

hipercolesterolémico (B).
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Otro parametro estudiado fue la concentracién de triglicéridos en plasma. En
este caso, de nuevo, observamos un incremento en el grupo hipercolesterolémico
(grupo B) frente al control sano, y un descenso a valores cercanos a los del grupo control
sano (grupo A) en los animales que consumieron las suspensiones bacterianas. Sin
embargo, las diferencias que observamos no fueron significativas estadisticamente
(Figura 4.46A). No observamos diferencias entre los 6 grupos de animales de

experimentacién en cuanto a la concentracién de fosfolipidos en plasma (Figura 4.46B).
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Figura 4.46. Concentracion de triglicéridos (A) y fosfolipidos

(B) media en los 6 grupos de animales, a los 94 dias de inicio

del ensayo. Las barras de error representan el error estandar

de la media.
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5. Discusion

El colesterol es un compuesto esencial para el normal desarrollo de diversas
funciones fisioldgicas y celulares, en el ser humano y otros organismos. Sin embargo,
ciertas alteraciones genéticas, malos habitos alimenticios y/o un estilo de vida
sedentario han ocasionado que parte de la poblacién de paises industrializados y en vias
de desarrollo, presente una concentraciéon de colesterol en sangre elevada, asociada
generalmente a enfermedades cardiovasculares graves (Goff et al., 2006; Maxfield y van
Meer, 2010; Seo y Choi, 2015). En este sentido, algunos estudios han mostrado un
efecto beneficioso sobre el perfil lipidico plasmatico, asociado al consumo de algunas
especies probidticas (Tablas 1.6 y 1.7). Los resultados de distintos ensayos, in vitro e in
vivo, contrastan con el hecho de que, hasta la fecha, no hay ningln producto probiédtico
con alegaciones sobre salud cardiovascular aprobadas por la EFSA (Binnendijk y Rijkers,
2013). De igual forma, los resultados de diversos ensayos clinicos que han sido llevados
a cabo por distintos grupos de investigacidon no han sido todo lo concluyentes que podria
desearse (Lewis y Burmeister, 2005; Simons et al., 2006). Aun asi, siguen existiendo
evidencias que apuntan a que el consumo de especies probidticas puede ayudar a
mejorar algunos parametros del perfil lipidico asociado a estados hipercolesterolémicos.
Estas evidencias, junto a otras caracteristicas positivas reconocidas en bacterias
probidticas (pocos efectos secundarios adversos, productos generalmente asequibles
econdmicamente, considerados ingredientes alimentarios...), hicieron que nos
plantedramos analizar el efecto de 28 cepas bacterianas y diversos derivados de ellas
(Tablas 3.11 y 3.12), con el objeto de buscar actividades bioldgicas con aplicacién en el

tratamiento de la hipercolesterolemia.

Dado que uno de los habitats naturales de las especies que componen nuestra
coleccion de muestras es el tracto intestinal, decidimos estudiar el efecto de dichas
muestras sobre la etapa luminal de la absorcién de colesterol. Por ello, comprobamos
como las cepas bacterianas y sus derivados afectaban a la actividad de la enzima
colesterol esterasa, la hidrélisis de sales biliares y la absorcion de colesterol por

enterocitos.
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5.1. Inhibicion de la enzima colesterol esterasa

La enzima colesterol esterasa pancreatica cataliza la hidrdlisis de los ésteres de
colesterol en el intestino delgado, y su inhibicion limita la biodisponibilidad del
colesterol procedente de la dieta. Ademds, existen indicios de que esta enzima también
facilita la absorcién de colesterol mediante la hidrdlisis de la fosfatidilcolina, mejorando
la transferencia del colesterol desde las micelas al interior del enterocito (Hamada et al.,
2005).

Los ensayos realizados para testar si alguna de las muestras de la coleccion era
capaz de inhibir la enzima colesterol esterasa no revelaron ningun resultado positivo.
Los inhibidores de la enzima colesterol esterasa descritos en la literatura cientifica
actuan interaccionando con su centro catalitico (Ser-His-Asp) y suelen ser compuestos
sintéticos derivados de polifenoles (Wei et al.,, 2014) o compuestos orgdnicos
heterociclicos (Heng et al., 2011). Podemos suponer que ninguna de las muestras
bacterianas, ni las estructuras subcelulares, ni los metabolitos producidos o extraidos de
ellas exhiben capacidad de reducir la actividad de esta enzima, quizd por no poder

acceder al centro catalitico descrito.

La enzima colesterol esterasa es capaz de hidrolizar no solo ésteres de
colesterol, sino también ésteres de vitaminas y triglicéridos (Quistad et al., 2006), y
algunos inhibidores de la lipasa pancreatica parecen inhibir también a la enzima
colesterol esterasa, como es el caso del orlistat (Guerciolini, 1997). Algunas muestras de
nuestra coleccion han exhibido capacidad de inhibir la enzima lipasa pancreatica en
estudios previos (Safiudo et al., 2016). Las diferencias entre ambas enzimas o el
mecanismo de inhibicidn de las muestras positivas frente a la lipasa pancreatica, pueden
ser la razon por la cual dichas muestras no ejerzan efecto sobre la colesterol esterasa,
hecho que se ha observado en otros inhibidores de la lipasa pancreatica (Adisakwattana
et al., 2012).
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5.2. Hidrodlisis de sales biliares

La actividad hidrolasa de sales biliares (HSB) que poseen algunas bacterias
intestinales y ciertas cepas probidticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, es el mecanismo por el cual se ha tratado de explicar el efecto de
dichos probidticos sobre el metabolismo del colesterol y otros parametros lipidicos, en

estudios in vitro e in vivo (Liong y Shah, 2005; Ooi y Liong, 2010; Tsai et al., 2014).

La presencia de actividad hidrolasa de sales biliares en bacterias entéricas se ha
postulado como uno de los posibles mecanismos que permitiria a estos organismos
sobrevivir en presencia de sales biliares, las cuales pueden alterar la estructura de la
envoltura bacteriana, reduciendo la viabilidad celular. La tolerancia a sales biliares,
independientemente del mecanismo subyacente (Alcantara y Zufiga, 2012; Ruiz et al.,
2011) es un criterio clave para la seleccion de bacterias probidticas (Presti et al., 2015)
que fue evaluado, en estudios previos, en las 28 cepas que componen la coleccion de
muestras. Por lo tanto, no era descartable que alguna de las mencionadas cepas

exhibiera actividad hidrolasa de sales biliares.

Tras analizar dicha actividad, Unicamente en la fraccion de muestras de la
coleccion correspondiente a las cepas vivas, puesto que los distintos tratamientos
podrian haber inactivado la dotacion enzimatica bacteriana, 4 cepas bacterianas de las
28 que se testaron mostraron cierta actividad HSB: L. reuteri CECT 8605, L. rhamnosus
BT 585, Lc. lactis BT 575 y B. breve CECT 8606. Sin embargo, dicha actividad fue
significativamente inferior a la observada en la cepa de L. plantarum seleccionada como
control positivo del ensayo (Figura 4.3). El nivel de actividad hidrolasa de sales biliares
de algunos microorganismos puede ser modificado por factores externos, promoviendo
los mecanismos de proteccion de la bacteria e incrementando, en condiciones de
crecimiento adecuadas, dicha actividad enzimatica (Grill et al., 2000; Lundeen y Savage,
1990; Pereira et al., 2003). La necesidad de profundizar mas en otros resultados
presentados en esta memoria hizo que descartaramos temporalmente esta linea de

trabajo.
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5.3. Validacion del método experimental

El estudio de la absorcidn de colesterol en modelos in vitro implica la
cuantificacidn intracelular de esta molécula. Los ensayos bioquimicos colorimétricos o
cromatograficos (Palmgrén et al., 2005; Qin et al.,, 2014) pueden ser suficientemente
exactos y reproducibles, pero requieren la preparacidon de extractos libres de células,
gue hace que no sean adecuados para programas de busqueda de actividades biolédgicas
en colecciones de un elevado numero de muestras. El empleo de moléculas de
colesterol marcadas radiactivamente solventa este inconveniente (Feng et al., 2010;
Nekohashi et al., 2014) pero tiene desventajas ampliamente conocidas. Como
alternativa, los andlogos estructurales fluorescentes del colesterol aportan las ventajas
del marcaje radiactivo (facilidad de cuantificacién) y de los métodos bioquimicos (mas
seguros y menos contaminantes, generalmente). Existen varios analogos fluorescentes
del colesterol (Gimpl y Gehrig-Burger, 2007), entre los cuales seleccionamos como
molécula testigo el fluoresterol, debido a que ha demostrado analogia funcional al
colesterol en modelos in vitro e in vivo. Este compuesto, es absorbido por el epitelio
intestinal, esterificado y localizado en plasma de hamsteres alimentados con dicha
molécula. Ademads, dicha absorcién puede ser bloqueada por compuestos que también

inhiben la absorcion de colesterol (Sparrow et al., 1999).

La administracién de fluoresterol a cultivos celulares de HT-29 en nuestros
ensayos, empleando micelas como vehiculo de transporte con ligeras modificaciones de
los métodos empleados por Kirana y Sparrow (Kirana et al., 2005; Sparrow et al., 1999)
tuvo como resultado su incorporacién (cuantificada mediante fluorocitometria) vy
distribucién intracelular (detectada mediante microscopia), tal y como se ha
demostrado en otros estudios (Kheirolomoom y Ferrara, 2007). Ademas, la fluorescencia
intracelular en enterocitos HT-29 incrementa su intensidad con el tiempo de incubacién
con micelas de fluoresterol, lo que sugiere que la internalizacién del fluoresterol en el
enterocito es unidireccional (Figura 4.11), simulando en cierta medida las caracteristicas
de la absorcién de colesterol por enterocitos in vivo. Nuestro modelo demostro,
ademas, una relacion lineal entre la concentracién extracelular de fluoresterol y la

absorcion de esta molécula (Figura 4.9), lo que minimiza obtener resultados falsos
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negativos por saturacién del sistema con la molécula testigo, y facilita detectar efectos

inhibitorios de menor magnitud.

El analisis del efecto de compuestos con capacidad de inhibir la absorcién de
colesterol en nuestro modelo in vitro arrojé distintos resultados para los diferentes
compuestos estudiados. Los galato de epigalocatequinas (EGCG) disminuyen la
solubilidad del colesterol al interactuar con la fosfatidilcolina que compone las micelas
(Kobayashi et al., 2014; Wang et al., 2006). A pesar de que hay estudios en los que con
una hora de incubacidn entre micelas de colesterol y EGCG, se observa un descenso en
la concentracién de colesterol en las micelas de hasta un 65 % (Raederstorff et al.,
2003), en nuestras condiciones de ensayo, afadiendo las micelas de fluoresterol a
cultivos celulares que ya contenian EGCG, no observamos una reduccién significativa en
la absorcidon de fluoresterol por los enterocitos HT-29 (Figura 4.14). Puede que la
cinética de absorcidn de fluoresterol de nuestro modelo impida detectar el efecto del
EGCG. Una incubacidén previa entre el EGCG y las micelas de fluoresterol, antes de afiadir
estas a los cultivos celulares, quizd nos hubiese permitido observar una reduccién en la
absorcidon de fluoresterol. Este puede haber sido el caso de los datos obtenidos en los
ensayos con B-sitosterol, en el que comprobamos que el efecto inhibitorio de este
compuesto parece deberse a su competencia con el fluoresterol en la etapa de
formacién de las micelas (Figura 4.15), ya que por el contrario, la adicion de B-sitosterol
y fluoresterol en micelas distintas no afecté a la absorcién de fluoresterol en nuestros
ensayos con enterocitos HT-29. La inhibicién de la incorporacidn de colesterol a micelas
por el B-sitosterol es un hecho ya descrito (lkeda y Sugano, 1983) y explicado por la
competencia entre las dos moléculas por solubilizarse en las micelas (Melnikov et al.,
2004). Por ello, el resultado seria una menor concentracion extracelular de fluoresterol
disponible para ser absorbido, que da lugar por tanto a una menor fluorescencia
intracelular en los cultivos de enterocitos. De igual forma, la reduccién de fluoresterol
micelar disponible para ser absorbido, debido a la hidrdlisis de las sales biliares que
forman las micelas, también quedé reflejada como una menor fluorescencia intracelular
en los enterocitos HT-29 empleados en nuestros ensayos llevados a cabo con la cepa de

L. plantarum con actividad hidrolasa de sales biliares (Figura 4.16).
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Los resultados obtenidos en nuestros ensayos con inhibidores de la absorcidn de
colesterol, citados hasta ahora, demuestran que el método experimental utilizado es
valido para detectar compuestos que reducen la solubilidad micelar del fluoresterol. La
comprobacién de la eficacia de dicho método para detectar inhibidores que actien
directamente sobre el transporte de colesterol a través de la membrana de los
enterocitos, se llevd a cabo con el medicamento ezetimiba. Este producto inhibe de
manera selectiva la absorcion del colesterol en el intestino, a través de la proteina
NPC1L1, sin afectar a la sintesis de colesterol ni a la excrecidn de sales biliares (Patel et
al., 2003). Para este experimento, ensayamos concentraciones y métodos de
administracién descritos en bibliografica (Field et al., 2007; Kramer et al.,, 2005;
Yamanashi et al., 2006) observando una inhibicién de la absorcién de fluoresterol por
enterocitos HT-29 del 30 % (Figura 4.12). Otros autores han observado valores de
inhibicidon de la absorcidon de entre el 50 y el 60 % (Feng et al., 2010; Yamanashi et al.,
2006). Diferencias en los métodos de solubilizacidon y administracién del inhibidor, o
incluso una mayor absorcion de fluoresterol en los enterocitos HT-29 por vias
independientes de NPC1L1 (Adams et al., 2011) pueden ser la razén por la cual
observamos una inhibicién de la absorcién menor en nuestros experimentos. No
obstante, los resultados obtenidos con los distintos inhibidores de la absorcién de
colesterol, globalmente, junto con los datos previos obtenidos durante la puesta a punto
del ensayo, respaldan la capacidad del modelo in vitro de absorcion de colesterol
empleado en nuestros ensayos para detectar agentes con capacidad de reducir la

absorcion de dicho compuesto.

5.4. Busqueda de cepas probidticas y derivados con capacidad de

inhibir la absorcion de colesterol

El resultado de la busqueda de inhibidores de la absorcién de fluoresterol fue la
identificacion de 9 muestras obtenidas a partir de 6 cepas bacterianas distintas, con
capacidad de reducir, de manera significativa estadisticamente, la absorcién de
fluoresterol en mas de un 30 % (Tabla 4.1). Esta capacidad no parece residir

especialmente en alguna especie en concreto, ya que las 6 cepas seleccionadas
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pertenecen a 5 especies distintas, por lo que puede ser considerada una caracteristica
especifica de cepa, de forma similar a otras propiedades exhibidas por las muestras de
nuestra coleccién (Safiudo et al., 2016). Uno de los focos de diferenciacion bioquimica
gue parece ser responsable de la heterogeneidad funcional observada entre cepas de la
misma especie, se ha identificado como modificaciones de elementos de la envoltura
celular (Bron et al., 2013; Lee et al., 2013). No parece desacertado suponer, por tanto,
gue algunas caracteristicas especificas de la envoltura de las cepas positivas
identificadas sean las responsables de su capacidad de inhibir la absorcién de
fluoresterol (p.e. mayor permeabilidad o afinidad hacia el fluoresterol o las micelas,

mayor capacidad de adhesidn o interaccidén con enterocitos...).

Tres de las cepas con capacidad inhibitoria: L. casei BT 838, L. plantarum BT 595
y L. reuteri CECT 8605 exhiben esta capacidad en forma de células viables. Excepto en el
caso de L. reuteri CECT 8605, las muestras obtenidas con distintos tratamientos de
inactivacién a partir de células de las cepas mencionadas, no muestran la misma
capacidad inhibitoria. Estos resultados parecen indicar que la actividad identificada esta
asociada a alguna caracteristica inherente que requiere un estado metabdlicamente
activo, o a alguna estructura celular que no es capaz de mantener su funcionalidad tras
los distintos tratamientos. Por el contrario, L. reuteri CECT 8605 inhibe la absorcion de
fluoresterol al ser analizado en forma de células viables e inactivadas por tres
tratamientos distintos: inactivacién térmica, por microondas y por incubacién con acido.
En este caso, las caracteristicas que permiten a L. reuteri CECT 8605 reducir la absorcion
de fluoresterol en cultivos de enterocitos, parecen ser estructurales y/o bioquimicas
que, aunque se encuentran presentes en células viables, no requieren de un estado
metabdlico activo. Como hemos comprobado en nuestros ensayos, dichas
caracteristicas se mantienen estables tras procesos (incubacién a altas temperaturas o
en presencia de 4cidos concentrados fuertes) que generalmente provocan la

desnaturalizacion y/o inactivacién de una gran proporcidn de estructuras celulares.

Por otro lado, el resultado de nuestra busqueda de inhibidores de la absorciéon
de fluoresterol nos ha permitido seleccionar tres microorganismos que presentan esta
actividad Unicamente tras haber sido sometidos a un proceso de inactivacion: B. breve

CECT 8606 y L. fermentum BT 584 inactivados térmicamente y L. casei BT 835 incubado
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con alcali. Estos tratamientos parecen haber inducido cambios biogquimicos y/o
conformacionales en estos microorganismos que han generado nuevos grupos
funcionales o estructuras ausentes o no expuestas en las células viables. Estos cambios
pueden ser los responsables de la aparicion de la capacidad inhibitoria de novo, aunque
no podemos descartar que esta caracteristica si se encontrara en células viables de estos
microorganismos, pero en un grado indetectable por nuestro método experimental. Este
puede ser el caso de B. breve CECT 8606, cuya capacidad inhibitoria en forma de
bacterias vivas alcanza el 30 % (limite de seleccidon que nos impusimos) aungque con una
variabilidad que ocasiona que esta reduccidn no sea siempre estadisticamente
significativa. El tratamiento térmico de B. breve CECT 8606 puede ser responsable de un
minimo incremento en su capacidad inhibitoria, lo que da lugar a resultados mas
reproducibles. El incremento en la capacidad de inhibir la absorcidén de fluoresterol tras
ser objeto de un proceso de inactivacién ya lo hemos observado en el caso de L. reuteri
CECT 8506, cepa que exhibe un mayor grado de inhibicién en forma de células

inactivadas térmicamente que en forma de células viables (Tabla 4.1).

En conjunto, los resultados de los experimentos de busqueda de inhibidores de
la absorcién de fluoresterol nos ha permitido confirmar otro aspecto, ya observado
sobre la misma coleccién de muestras (Safiudo et al., 2016) y por otros autores (Wong y
Ustunol, 2006), y es que las caracteristicas funcionales de una coleccion de
microorganismos pueden ser modificadas mediante tratamientos fisico-quimicos de
forma que la diversidad funcional de dicha coleccidn se incrementa significativamente.
El resultado de nuestros ensayos, empleando muestras viables e inactivadas mediante 7
métodos, nos ha permitido identificar 6 cepas activas, mientras que el analisis
Unicamente de muestras viables hubiese dado lugar a la seleccién de sdlo 3 cepas

positivas.
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5.5. Mecanismo de accion de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT
8606

Hemos mencionado previamente el interés cientifico y comercial que existe en
prevenir y/o tratar la hipercolesterolemia y otras dislipidemias mediante el consumo de
bacterias probidticas (Anandharaj et al., 2014; Khani et al., 2012). Uno de los aspectos
gue mas incertidumbre arroja sobre los resultados de diversos ensayos in vivo realizados
para evaluar la eficacia del consumo de probidticos, es el desconocimiento del
mecanismo de accién que sustenta los beneficios que se atribuyen a dichos probidticos
(Ooiy Liong, 2010).

Nuestro trabajo se ha centrado en tratar de conocer el mecanismo de accién de
dos cepas seleccionadas en nuestro programa de busqueda: L. reuteri CECT 8605 y B.
breve CECT 8606. Acotar el objetivo de nuestro estudio a estas dos cepas se debid a la
imposibilidad de destinar recursos al analisis de las 6 cepas inicialmente identificadas
como positivas. La eleccion de L. reuteri CECT 8605 como uno de los candidatos fue
sencilla, debido a que fue el microorganismo que indujo la mayor reduccién en la
absorcion de fluoresterol en enterocitos HT-29, ademas de ser activo tras tres métodos
de inactivacion: térmico (factible industrialmente), mediante microondas y tras
incubacién con acido (eleva la probabilidad de mantener su actividad tras sufrir una
digestion gastrica). La eleccidn del otro microorganismo no resulté tan facil, y tuvimos
qgue basarnos en criterios cientificos, comerciales e industriales: (i) B. breve CECT 8606
pertenece a otro género, por lo que podria haber exhibido un mecanismo de accion
diferente al identificado en L. reuteri CEC 8605, (ii) es un microorganismo aislado de
leche materna humana y se enmarca en una linea de productos de Biosearch, S.A.
(Hereditum®) vy (iii) es activo después de ser inactivado térmicamente (proceso facil de

realizar industrialmente).

La actividad hipocolesterolémica observada en distintas bacterias
pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacteria, se ha tratado de explicar a
través de distintos mecanismos: hidrdlisis de sales biliares, captacion de colesterol (por

asimilacion, adhesién a la pared celular o incorporacion a la membrana plasmatica), co-
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precipitacion, conversidn a co-prostanol o liberacidon de acidos grasos de cadena corta
producto de la fermentacién de estos microorganismos (Ooi y Liong, 2010). Nuestros
ensayos se centraron en evaluar 3 de estas alternativas (hidrdlisis de sales biliares,
conversidon/degradacion y captacidn) junto a una cuarta posibilidad: interaccion con

transportadores especificos presentes en los enterocitos.

Los resultados de nuestros ensayos demostraron que ninguna de las dos cepas
estudiadas, L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, son capaces de degradar
fluoresterol. La estabilidad de la fluorescencia de esta molécula, durante una incubacién
de 23 h, indicé que los resultados de nuestros ensayos de inhibicion de absorcion de
fluoresterol en enterocitos HT-29 no se debian a la transformacion de esta molécula por
accién de las muestras bacterianas, ni eran un artefacto por una posible pérdida de
propiedades fluorescentes inducida también por dichas muestras bacterianas.
Indirectamente, la capacidad inhibitoria que presentan células inactivadas térmicamente
de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 ya apuntaba a que el mecanismo de accidn
no residia en la presencia de alguna dotacién enzimatica especifica, como la enzima
colesterol reductasa presente en algunas cepas del género Lactobacillus con capacidad

de producir co-prostanol a partir de colesterol (Lye et al., 2010a).

El mismo hecho mencionado en el parrafo anterior, la detecciéon de capacidad
de inhibir absorcion de fluoresterol en células inactivadas, es clave para descartar que el
mecanismo que explica la actividad de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 se base
en su capacidad de hidrolizar sales biliares. Nuestros resultados con la cepa de L.
plantarum aislada de un producto comercial, y con actividad hidrolasa de sales biliares
confirmada en los ensayos con enterocitos HT-29, demostraron que nuestro método de
analisis si era capaz de detectar microorganismos con esta capacidad. Sin embargo, la
inactivacion de este microorganismo abolié completamente su capacidad de inhibir la
absorcion de fluoresterol, a diferencia de lo observado repetidamente en L. reuteri CECT
8605 y B. breve CECT 8606 (Figura 4.20). Aunque descartamos la hidrélisis de sales
biliares como el mecanismo de accidn de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, no
olvidamos que estos dos microorganismos, en forma de células viables, si exhiben cierta
capacidad de hidrolizar sales biliares, aunque de una magnitud muy inferior a la

observada en la cepa de L. plantarum mencionada (Figura 4.3). La actividad hidrolasa de
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sales biliares puede ser inducida en algunas cepas de Lactobacillus (Bron et al., 2006;
Duary et al., 2011) y podria serlo también en cepas del género Bidobacterium (Yuan et
al., 2008) por lo que no descartamos trabajar, en un futuro, en la optimizacién de la
obtencidn de variantes de las cepas L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 con una

mayor expresion de esta actividad.

La proteina de membrana NPCI1L1 juega un papel clave en el sistema de
transporte del colesterol al interior del enterocito (Altmann et al., 2004) junto a otras
proteinas como SR-BI (Bura et al., 2013), como hemos descrito en la introduccién de
esta memoria. Estudios en roedores indican que NPC1L1 podria mediar en la absorcion
de hasta un 70 % del colesterol intestinal (Altmann et al., 2004; Davis et al., 2004), por lo
gue es una diana clara para productos que persigan reducir la absorcidn de esta
molécula, como el medicamento ezetimiba (Ge et al., 2008). Por este motivo, nos
planteamos comprobar si L. reuteri CECT 8605 reducia la absorcién de fluoresterol en
enterocitos HT-29 bloqueando la actividad de esta proteina. Las dos aproximaciones
indirectas para determinar si esta cepa inhibia o inactivaba NPC1L1, bloqueando la
formacién de vesiculas de clatrina, necesarias para el transporte de colesterol via
NPC1L1 (Brown et al.,, 2007), e inhibiendo dicho transportador con ezetimiba no
arrojaron resultados positivos. En ambos casos, la presencia de L. reuteri CECT 8605 en
los ensayos de absorcién provocd un efecto aditivo sobre la reduccién de la absorcion de
fluoresterol inducida por el bloqueo de las vesiculas de clatrina y la inhibicidn especifica
de NPC1L1 con ezetimiba. Siendo conscientes de que pueden existir otros factores que
expliquen nuestros resultados, consideramos que L. reuteri CECT 8605 inhibe la
absorciéon de fluoresterol por otros mecanismos distintos a la inhibicién o bloqueo de
NPC1L1. Por otro lado, existen algunos estudios que describen un efecto de cepas
probidticas sobre la expresién de NPC1L1 en cultivos de enterocitos. Se ha observado
que algunas cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium reprimen la expresiéon de NPC1L1,
posiblemente por medio de la sintesis de moléculas efectoras solubles (Huang y Zheng,
2010). En otros estudios, se ha observado que las moléculas responsables de esta
modulacién de la expresiéon de NPC1L1 podrian ser componentes de la pared celular,
activos tanto en células viables como en células inactivadas térmicamente (Yoon et al.,
2013). Nuestros ensayos de analisis de la expresidn génica llevados a cabo con células
HT-29 en presencia de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8605, inactivados
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térmicamente, no mostraron ninglin efecto de estos microorganismos sobre la
expresion del gen NPC1L1 (Figura 4.23). Estos resultados nos permiten descartar que
algin componente de su envoltura celular o producto de su metabolismo (los
sobrenadantes de los cultivos de ninguno de los dos microorganismos mostraron
actividad inhibitoria sobre la absorcién de fluoresterol) actien como represores del gen
NPCI1L1 vy, por tanto, este sea el mecanismo por el cual L. reuteri CECT 8605 y B. breve

CECT 8606 ejercen su efecto sobre la absorcion de fluoresterol en enterocitos HT-29.

Varios microorganismos de diversas especies, incluidos lactobacilos y
bifidobacterias, han demostrado ser capaces de captar colesterol del medio extracelular
(Kimoto et al., 2002; Pereira y Gibson, 2002; Tomaro-Duchesneau et al., 2014; Usman y
Hosono, 1999). Estos antecedentes, nos llevaron a estudiar si el efecto que ejercen L.
reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 sobre la absorcién de fluoresterol en enterocitos
HT-29, se debia a un proceso de secuestro de esta molécula del medio extracelular. Los
primeros ensayos que llevamos a cabo se realizaron incubando estos microorganismos y
micelas lipidicas en las mismas condiciones empleadas en los experimentos con cultivos
de enterocitos HT-29. Tras la incubacion, se tratdé de cuantificar el colesterol o
fluoresterol incorporado en las bacterias y variaciones en la concentraciéon de estas
moléculas en el medio extracelular (datos no mostrados). Los resultados de estos
ensayos arrojaron datos poco reproducibles con una elevada variabilidad que no
permitieron extraer ninguna conclusion. De igual forma, intentamos detectar la
incorporacién de colesterol a la envoltura bacteriana de ambas cepas, empleando
células incubadas con micelas de colesterol, que se emplearon como material a partir
del cual purificamos las envolturas bacterianas. La cuantificacidn bioquimica de
colesterol en estas muestras, de nuevo, no nos permitié comprobar si esta molécula era
asimilada por L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, especificamente por
incorporacién en sus envolturas, debido a una pobre reproducibilidad de los datos

(resultados no mostrados).

A pesar de estos resultados inconcluyentes mencionados, los ensayos llevados a
cabo mediante microscopia laser confocal con L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606
incubados con micelas de fluoresterol, no dejaron apenas dudas de que ambos

microorganismos son capaces de captar esta molécula fluorescente del medio
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extracelular (Figura 4.25). Adicionalmente, los experimentos realizados mediante
fluorocitometria para analizar la fluorescencia celular bacteriana, revelaron una mayor
capacidad de captar fluoresterol por parte de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606
gue otras cepas presentes en nuestra coleccién (Figura 4.24). Por tanto, muy
probablemente, la competencia entre las muestras bacterianas y los enterocitos HT-29
por absorber fluoresterol es el mecanismo por el cual L. reuteri CECT 8605 y B. breve
CECT 8606, tanto vivos como inactivados térmicamente, reducen la absorcién del

analogo del colesterol en nuestros ensayos in vitro.

5.6. Localizacion celular del fluoresterol captado por L. reuteri CECT

8605 y B. breve CECT 8606

El analisis de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal apuntan a
que el fluoresterol se acumula en el espacio citoplasmatico, tanto en L. reuteri CECT
8605 como en B. breve CECT 8606. La superposicién del patron de fluorescencia del
marcador fluorescente DAPI, sefalizando en este caso el citoplasma bacteriano, con el
obtenido con fluoresterol lo indica asi, aunque no podemos descartar que también se
produzca cierta incorporacion de este compuesto en la envoltura bacteriana de ambas
cepas. La capacidad de captar colesterol del medio extracelular por lactobacilos y
bifidobacterias se conoce desde hace décadas (Gilliland et al., 1985; Rasi¢ et al., 1992;
Tahri et al., 1996) y se ha postulado como uno de los mecanismos por los cuales estos
microorganismos podrian modular la absorcion de esta molécula en el ser humano (Ooi

y Liong, 2010).

Varios de los estudios llevados a cabo por otros investigadores, han llegado a la
conclusién de que el colesterol presente en el medio extracelular, tras una incubacion
prolongada (12-24 h) y preferiblemente en presencia de sales biliares, es asimilado
incorporandose a la membrana bacteriana. Un nimero significativo de estos estudios, se
ha llevado a cabo cuantificando la reduccién de la concentracion de colesterol del medio
extracelular, analizando la composicién de acidos grasos celulares y/o caracterizando la

fluidez de la membrana bacteriana (Dambekodi y Gilliland, 1998; Kimoto et al., 2002; Lin
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y Chen, 2000; Lye et al., 2010a; Miremadi et al., 2014; Noh et al., 1997; Pereira y Gibson,
2002; Remagni et al.,, 2013; Taranto et al., 2003), y los resultados de dichos
experimentos han llevado a postular dicha incorporacién del colesterol en la membrana
de las distintas cepas bacterianas estudiadas. En particular, la modificaciéon en Ia
composicion de acidos grasos observada en algunas cepas cultivadas en presencia de
colesterol y sales biliares, se ha discutido como una adaptacion bacteriana a condiciones
de estrés, mediada por la alteracion de la fluidez de la membrana (Kimoto et al., 2002;
Lye et al., 2010a; Miremadi et al., 2014; Remagni et al.,, 2013; Taranto et al., 2003;
Zanotti et al., 2015), siendo quiza la fuente de estrés la propia incorporacion de
colesterol en la membrana de microorganismos que no incluyen esta molécula como
constituyente habitual de sus membranas. De todos modos, al menos en la bibliografia
consultada, hemos encontrado pocos datos directos que indiquen que el destino
principal de colesterol asimilado por cepas de lactobacilos y bifidobacterias sea la
membrana bacteriana. En este sentido, algunos estudios llevados a cabo con cepas de
las especies L. reuteri, L. acidophilus , B. bifidum y B. longum indican que, al menos una
fraccion del colesterol asimilado (10-20 % en algunos casos), es efectivamente
incorporado en la envoltura bacteriana (Dambekodi y Gilliland, 1998; Noh et al., 1997;
Taranto et al.,, 1997; 2003; Zanotti et al., 2015). No es descartable que coexistan
distintos mecanismos por los cuales diferentes microorganismos puedan asimilar
colesterol: incorporacién a la membrana bacteriana como hemos descrito, adhesion o
adsorcidn a la envoltura celular como otros autores apuntan (Choi y Chang, 2015; Lin y
Chen, 2000; Lye et al., 2010b; Usman y Hosono, 1999) o acumulacién en el citoplasma
como hemos observado en nuestros ensayos con L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT
8606.

Otra diferencia entre nuestros resultados y los obtenidos por otros grupos de
investigacion es el incremento de actividad, entendida como capacidad de reducir la
absorcion de fluoresterol en los cultivos de enterocitos, que observamos tras inactivar
térmicamente L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606. En la mayoria de los estudios
publicados, las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium que son capaces de asimilar,
incorporar o unir colesterol, muestran una significativa reduccién de esta capacidad
cuando se analizan en estado latente o tras algun proceso de inactivacion (Choi y Chang,

2015; Kimoto et al., 2002; Liong y Shah, 2005; Miremadi et al., 2014; Zeng et al., 2009).
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Este hecho puede deberse a que la incorporacién del colesterol a la envoltura celular, en
los microorganismos estudiados, precise que dichas cepas se encuentren
metabdlicamente activas. L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606, por el contrario, no
necesitan encontrarse en crecimiento o en estado latente para captar fluoresterol, lo
gue parece apuntar a que esta capacidad reside en caracteristicas especificas de estas
cepas, quiza relacionadas con aspectos vinculados a la composicidon y/o estructura de su
envoltura celular, tal y como parece ocurrir con la capacidad de captar colesterol que

muestra la cepa L. plantarum EM (Choi y Chang, 2015).

5.7. Activacion de la capacidad de L. reuteri CECT 8605 de captar

fluoresterol

La optimizacidn del proceso de cultivo de L. reuteri CECT 8605, con el objeto de
obtener una mayor concentracion de células viables en la fase estacionaria de
crecimiento, reveld que las condiciones de incubacion a las que se somete a esta cepa
determinan drasticamente su capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol en
cultivos de enterocitos HT-29 (Figura 4.27). Los cambios en las condiciones de
crecimiento, medio de cultivo CR20 pH 5 frente a medio General pH 6, que permitieron
obtener cultivos con una mayor concentracion de bacterias viables, indujeron sin
embargo que las suspensiones de dichas bacterias no exhibieran la capacidad para
reducir la absorcion de fluoresterol en enterocitos HT-29, caracteristica de L. reuteri
CECT 8605. Este resultado inesperado, acabé siendo sorprendente, en cierta medida, al
tratar de identificar qué factor o factores podrian explicarlo. Ninguno de los ingredientes
del medio de cultivo, ni el tiempo de incubacidon durante la etapa de crecimiento,
demostraron ser los responsables ni de la mejora en el rendimiento (en cuando a
ufc/mL), del cultivo en medio CR20 ni de la obtencidén de células capaces de captar
fluoresterol en medio General. Por el contrario, el pH del medio de cultivo resulté ser el
factor clave. Los datos obtenidos con una bateria de cultivos en medio CR20, en las
cuales se ensayaron distintos valores de pH de crecimiento (Figura 4.30), y el analisis de

las muestras derivadas en el modelo de enterocitos HT-29, nos permitieron confirmar la
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correlacién entre este parametro, la concentracién de bacterias viables y la capacidad

de captar fluoresterol de L. reuteri CECT 8605.

La posibilidad de modular algunas actividades microbioldgicas, con aplicacion en
el control de la absorcién de colesterol por medio de las condiciones de cultivo, se ha
detectado en varias cepas probidticas. Sin embargo, las observaciones presentadas por
otros investigadores estan basadas en parametros clave que determinan el estado
metabdlico bacteriano, como encontrarse en fase de crecimiento exponencial o en fase
estacionaria (Pereira y Gibson, 2002; Remagni et al., 2013). Como hemos mencionado
previamente, la mayor parte de lactobacilos y bifidobacterias con habilidad de asimilar
colesterol, pierden en gran medida esta capacidad si se encuentran en estado latente o
tras ser sometidos a procesos de inactivacion. Es logico por tanto, que en un estado
metabdlico mas activo durante la fase exponencial de crecimiento, sean favorecidas las
caracteristicas bioquimicas que permiten la captacidn y/o asimilacion de colesterol. Por
otro lado, se ha demostrado la influencia de factores concretos en el cultivo de la cepa L.
casei LA-1, como la temperatura de crecimiento, concentracion del indculo y el pH inicial
del medio de cultivo, sobre su capacidad de reducir la concentracién de colesterol
extracelular (Kumar et al., 2013a). Sin embargo, los datos obtenidos con esta cepa,
especificamente al analizar el efecto del pH del medio de cultivo, parecen reflejar una
correlacién entre el pH inicial y su capacidad hipocolesterolémica (incrementada a pH
6,5 frente a valores superiores e inferiores) mediada por una mayor obtencidon de
biomasa. No parece ser el caso de L. reuteri CECT 8605, ya que nuestros ensayos no han
mostrado un mayor crecimiento a pH 6 frente a pH 5, ni cuantificado en forma de
células viables ni en forma de biomasa. Ademds, nuestros ensayos se realizaron con
suspensiones bacterianas obtenidas en cultivos con pH controlado a lo largo de todo el
cultivo, por lo que no son completamente comparables a los obtenidos por Kumar y
colaboradores (Kumar et al., 2013a). En nuestras condiciones de ensayo, la modificacién
de una unidad en el pH de crecimiento, de pH 5 a pH 6, induce un cambio drastico en la
capacidad de L. reuteri CECT 8605 de captar fluoresterol, reflejando un punto de
inflexion mds que una progresidén en las caracteristicas que le permiten a este

microorganismo ejercer su actividad hipocolesterolémica.
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La particularidad del fendmeno observado en L. reuteri CECT 8605, al ser
cultivado bajo distintos pH, fue confirmada al cultivar y ensayar la capacidad
hipocolesterolémica, en enterocitos, de otros microorganismos de nuestra coleccion
sometidos a distintas condiciones de crecimiento (Figura 4.32). Cuatro cepas mostraron
una mayor actividad inhibitoria sobre la absorcidon de fluoresterol al modificar sus
condiciones de cultivo. L. coryniformis CECT 5711 incrementd significativamente su
actividad al modificarse el medio de cultivo y el pH de crecimiento de 6 a 5, en sentido
contrario a lo observado en L. reuteri CECT 8605. L. salivarius CECT 7261 también mostré
una mejora en su capacidad inhibitoria, pero al modificar factores distintos del pH de
crecimiento. Unicamente L. salivarius CECT 5713 y L. gasseri CECT 5714 incrementaron
su capacidad de inhibir la absorcién de fluoresterol en enterocitos HT-29 al alcalinizar el
medio de cultivo (Figura 4.32), tal y como ocurre con L. reuteri CECT 8605. Sin embargo,
no observamos un descenso en la concentracién de bacterias viables al cultivar L.
salivarius CECT 5713 en medio a pH 6 (Tabla 4.4), fendmeno que también caracteriza el
proceso de obtencidon de muestras activas de L. reuteri CECT 8605. Por otro lado, L.
gasseri CECT 5714 si presentd una baja eficiencia de crecimiento al ser cultivado a pH
mas alcalino, si bien otros aspectos (baja concentracion de biomasa obtenida en los
cultivos de L. gasseri CECT 5714 a pH alcalino) no permiten asumir que las caracteristicas
observadas en L. reuteri CECT 8605 se encuentren replicadas en L. gasseri CECT 5714. La
necesidad de focalizar los recursos en el andlisis de una Unica cepa hicieron que nos
centraramos en el estudio de los aspectos bioquimicos y/o moleculares que permiten a
L. reuteri CECT 8605 captar fluoresterol del medio extracelular. Aun asi, no descartamos
profundizar en la aplicacién de las otras combinaciones de cepas y condiciones de
cultivo, identificadas como muestras probidticas con actividad inhibitoria en estos

ensayos, para regular la absorcién de colesterol en préximos estudios in vitro y/o in vivo.
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5.8. Caracterizacion de la capacidad de L. reuteri CECT 8605 para

captar fluoresterol

L. reuteri CECT 8605 reduce la absorcion de fluoresterol en cultivos de
enterocitos debido a su capacidad de captar esta molécula y acumularla principalmente
en el citoplasma bacteriano. El primer paso en el proceso de captacién deberia ser la
interaccion de la envoltura bacteriana con las micelas de fluoresterol, por lo que quiza
una mayor afinidad o permeabilidad de dicha envoltura hacia los complejos lipidicos
podria explicar la actividad detectada en dicha cepa. La diferente actividad de L. reuteri
CECT 8605 cultivado bajo distintos pH también podria tener cabida en esta hipdtesis, ya
gue otros autores han afirmado que variaciones en las condiciones de cultivo pueden
ser responsables de cambios en estructuras de membrana y/o pared celular que facilitan
la incorporacién o adsorcion de colesterol por otras cepas probiéticas (Noh et al., 1997).
Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica revelan cambios sustanciales
en la envoltura bacteriana de L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6, que
apuntan a una menor densidad y/o organizacion de dicha envoltura. Estos resultados,
junto a los datos semi-cuantitativos de concentracién de peptidoglicano, son

compatibles con la hipétesis que barajamos.

La modificacién que sufre la envoltura celular de L. reuteri CECT 8605 cultivado a
pH 6, sin embargo, no parece deberse a cambios estructurales o exposicion de grupos
funcionales provocados quimicamente por una menor concentracién de H'. Por una
parte, pH 6 es un valor cercano a la neutralidad y considerado adecuado para la
fisiologia celular de bacterias lacticas, lo que no supone una situacion de estrés para la
bacteria (van de Guchte et al., 2002). Ademas, comprobamos en nuestros ensayos de
cambio de pH durante el cultivo (Figura 4.31) que la activacion de la capacidad de captar
fluoresterol de bacterias cultivadas a pH 5 con un cambio a pH 6 solo se produce en
presencia de una fuente de carbono que permita mantener cierto grado de
metabolismo activo. La presencia de una enzima litica cuya expresion se correlaciona
con el grado de actividad inhibitoria que presentan las células de L. reuteri CECT 8605
(Figura 4.37) y, por tanto, también con el pH de cultivo, parece sustentar la existencia de

un proceso molecular regulado por pH, que da lugar a la generacién del fenotipo activo

204



5. Discusion

en cuanto a la capacidad de captar fluoresterol. Sin embargo, los ensayos de hibridaciéon
substractiva, diseflados para detectar genes sobreexpresados en L. reuteri CECT 8605
cultivado en medio General pH 6, no nos permitieron identificar ningin gen cuya
funcidn conocida pudiera explicar la capacidad de esta cepa de captar fluoresterol, ni la
alteracién de la envoltura celular observada mediante microscopia electrénica. Estos
experimentos detectaron la sobreexpresion de algunos genes codificadores de proteinas
transportadoras, que quizd podria pensarse que estuvieran implicadas en algun
mecanismo de transporte de colesterol/fluoresterol. Sin embargo, la mayor actividad
captadora de fluoresterol que presentan las células de L. reuteri CECT 8605 sucede tras
ser sometidas a inactivacién térmica, lo que indica que el proceso de interiorizacion del
fluoresterol del medio extracelular se basa en un mecanismo pasivo. Por ello, la
sobreexpresidén de estos genes de proteinas transportadoras, asi como el de los otros
genes identificados en el ensayo de hibridacidon sustractiva, puede deberse tanto a
adaptaciones del microorganismo a las distintas condiciones de crecimiento, no
relacionadas con la actividad inhibitoria de la absorcidon de fluoresterol, como una
menor concentracion de H* (Lee et al., 2011). Si detectamos dos grupos de genes:
ribosomales y recombinasas/integrasas, cuyo nimero de secuencias sobreexpresadas en
L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio General pH 6 es llamativo. Este patron de
expresion parece ser caracteristico de la cepa estudiada, no siendo observado al analizar
la expresidon de un limitado niumero de los genes mencionados en otras cepas de L.
reuteri estudiadas (Figura 4.40). Hasta la fecha, no hemos podido determinar si esta
caracteristica genética puede estar relacionada con la alteracién de la envoltura celular

de L. reuteri CECT 8605 ni con su capacidad de captar fluoresterol.

Varias caracteristicas que exhibe L. reuteri CECT 8605 cultivado en medio
General pH 6 parecian apuntar a la presencia de un bacteriéfago activo, al menos
parcialmente: baja concentracion de bacterias viables (Tabla 4.2), presencia de una
enzima litica (Figura 4.37) e induccion de varios genes codificadores de
integrasas/recombinasas (Tabla 4.6, Figura 4.38). Sin embargo, los ensayos realizados
para tratar de detectar fagos activos (lisis en cultivo liquido, formacién de placas de lisis
en medio sélido y deteccién de ADN virico en sobrenadantes de cultivos) no aportaron
datos concluyentes que nos permitieran confirmar la presencia de algin bacteriéfago

capaz de entrar en fase litica en L. reuteri CECT 8605. Aun asi, la correlacién en el grado
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de actividad litica frente a M. luteus, detectado mediante zimogramas, la baja
concentracion de bacterias viables en cultivos liquidos y el pH del medio extracelular,
hacen dificil descartar que la autolisina o endolisina detectada esté implicada en los
procesos que permiten a L. reuteri CECT 8605 captar fluoresterol del medio extracelular.
No disponemos de datos que nos permitan asociar inequivocamente la enzima litica
detectada en los ensayos con zimogramas con el gen codificador de este tipo de enzima
(gen LAR 1322), detectado en nuestra cepa. Sin embargo, solo aquellas cepas de L.
reuteri que poseen este gen (Tabla 4.8) presentan una banda electroforética activa en
los zimogramas (Figura 4.41). Por otro lado, ademas de L. reuteri CECT 8605, la cepa L.
reuteri CECT 7266 también muestra una mayor actividad litica y una mayor expresién del
gen LAR 1322 al ser cultivado a pH 6 frente a pH 5 (Figura 4.42). El hecho de que
Unicamente L. reuteri CECT 8605 sea capaz de captar fluoresterol hace pensar que hay
otros factores, no identificados aun, ademas de la actividad litica, implicados en la

aparicion del fenotipo activo de esta cepa.

Las enzimas liticas presentes en microorganismos pueden estar implicadas en
procesos diversos, como la separacion de bacterias tras la divisidén celular, manteniendo
de la morfologia, reciclado de componentes de la pared, actividad antibacteriana frente
a competidores y, por supuesto, la lisis y muerte celular (Lai et al., 2011; Loessner, 2005;
Rice y Bayles, 2008; Uehara y Bernhardt, 2011). Los ejemplos mas estudiados de muerte
bacteriana mediada por una enzima litica producida intracelularmente, son los inducidos
por enzimas codificadas por genes viricos (endolisinas; Oliveira et al., 2013; Rice y
Bayles, 2008). La muerte celular se da por la degradacién de la pared bacteriana una vez
la endolisina presente en el citoplasma accede al peptidoglicano gracias a otras
proteinas viricas (holinas) que facilitan su activacién y/o transporte al espacio
periplasmico. La busqueda en L. reuteri CECT 8605 de genes descritos en otras cepas de
L. reuteri como codificadores de holinas, arrojé resultados negativos. Estudios llevados a
cabo con otras especies (Rice y Bayles, 2008; Young et al., 2000) apuntan a que, en
sistemas liticos basados en endolisinas/holinas, la expresién de la endolisina por si
misma, en ausencia de holinas, no induce la muerte celular. Es posible que L. reuteri
CECT 8605 exprese otros genes codificadores de holinas, distintos a los analizados en
nuestros ensayos, o que la degradacién de la pared celular pueda producirse por accidn

de una endolisina que no requiera la presencia de holinas, hecho descrito por otros
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autores (Frias et al., 2013; Loessner, 2005). Como hemos mencionado anteriormente,
deben existir otras caracteristicas especificas de L. reuteri CECT 8605, cuya naturaleza
desconocemos actualmente, que determinen que este microorganismo pueda captar
fluoresterol al ser cultivado a pH 6, ademas de la actividad endolitica inducible por pH

detectada en nuestros ensayos.

5.9. Capacidad de B. breve CECT 8606 de captar fluoresterol

B. breve CECT 8606 es capaz de captar fluoresterol del medio extracelular, al
igual que lo hace L. reuteri CECT 8605, y este es el mecanismo de accién por el cual
ambas cepas inhiben la absorcién de esta molécula en nuestro modelo in vitro con
enterocitos HT-29. Ademds de compartir el mecanismo de accidn, los dos
microorganismos exhiben otras similitudes: sus células son mas activas tras ser
sometidas a tratamiento térmico (Figura 4.17) y acumulan el fluoresterol principalmente
en el citoplasma (Figura 4.25). Por el contrario, B. breve CECT 8606 no ha demostrado
gue su capacidad de captar fluoresterol dependa de las condiciones de su cultivo, con un

patrdn similar a L. reuteri CECT 8605 (Figura 4.32).

Es logico pensar que la capacidad de captar colesterol del medio extracelular
gue posee un microorganismo depende en gran medida de la permeabilidad de su
envoltura celular. Esto se ha observado en varias cepas del género Lactobacillus en las
gue, mediante ultrasonidos o electroporacidn, se ha correlacionado el incremento en la
permeabilidad con una mayor capacidad de asimilar colesterol (Lye et al., 2011, 20123,
2012b). Por tanto, podemos suponer que la envoltura celular de esta bifidobacteria es
mas permeable que la de otras cepas del mismo género, al menos las analizadas en
nuestros ensayos, y que esta permeabilidad se ve incrementada tras la incubacion a
altas temperaturas. Este efecto también se observa en L. reuteri CECT 8605, en el que las
células inactivadas térmicamente son también mas eficientes en su capacidad de inhibir
la absorcion de fluoresterol. La muerte bacteriana inducida por calor se atribuye a la

desnaturalizacion irreversible de distintos componentes celulares: ribosomas, ADN vy

207



5. Discusion

proteinas; aunque a altas temperaturas (120 2C) llega a alterarse la pared bacteriana
(Lee y Kaletunc, 2002).

No detectamos en B. breve CECT 8606 la presencia de enzimas liticas mediante
zimogramas (resultados no mostrados) por lo que, en principio, descartamos que su
capacidad de captar fluoresterol sea determinada por un mecanismo similar al
hipotetizado en L. reuteri CECT 8605. Quiza otros ensayos futuros, analizando el efecto
del tratamiento térmico sobre la estructura y morfologia celular de esta bacteria, y su
influencia sobre la permeabilidad a micelas de fluoresterol u otros compuestos, pueda

aclarar por qué B. breve CECT 8606 puede captar fluoresterol.

5.10 Actividad hipocolesterolémica in vivo de L. reuteri CECT 8605 y
B. breve CECT 8606.

Existen varios modelos animales de hiperlipidemia en los que se puede estudiar
la eficacia de principios activos con presunta capacidad hipocolesterolémica (Kris-
Etherton y Dietschy, 1997). A grandes rasgos, podemos diferenciar los modelos que
inducen dicho estado patoldgico mediante dietas especificas (alto contenido en grasa,
colesterol y/o sales biliares; principalmente) y modelos basados en animales
modificados genéticamente (por ejemplo, receptores LDL o apolipoproteina E
deficientes; Kapourchali, 2014). Los modelos basados en dietas hipercolesterolémicas
presentan el problema de que los roedores pueden ser resistentes al desarrollo de
hipercolesterolemia y aterosclerosis, debido a que poseen una alta concentracion de
HDL en plasma y baja proporcién de lipoproteinas LDL, debido a que la eliminacién de
dichas lipoproteinas es bastante mas elevada que en humanos (Dietschy et al., 1993;
Parolini et al., 2012). Por este motivo, a pesar de que siguen llevandose a cabo estudios
en estos modelos basados en la dieta en roedores (Afonso et al., 2013; da Motta et al.,
2013; Tsai et al., 2014), cada vez mas estudios sobre el metabolismo del colesterol se
estan llevando a cabo en animales genéticamente modificados deficientes en receptores
LDL (rLDL) o apolipoproteina E (apoE; Zaragoza et al., 2011). Sin embargo, dado que nos

planteamos evaluar la actividad de dos bacterias con capacidad de absorber colesterol
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intestinal, consideramos necesario emplear un modelo basado en la dieta, en el que a
priori, 1a eliminacién del factor hipercolesterolémico por una reduccién en la absorcion

de colesterol, deberia reflejarse en parametros fisiolégicos.

Los resultados del ensayo, en cuanto a colesterol total sérico a lo largo del
tiempo, mostraron un incremento medio, estadisticamente significativo, del 20 % en el
control hipercolesterolémico con respecto al control sano, a partir del dia 57 de
intervencién (Figura 4.43). La magnitud de este incremento fue menor de lo esperado y
se observé en una etapa tardia del ensayo, comparando nuestros datos con los
obtenidos en otros ensayos realizados en condiciones similares (Afonso et al., 2013;
Kumar et al.,, 2013b; da Motta et al.,, 2013). Una posible explicacion puede ser la
resistencia de las ratas a desarrollar hipercolesterolemia y aterosclerosis (Joris et al.,
1983), debido al incremento de sintesis de sales biliares a partir de colesterol que se
produce en el higado de estos animales tras ingerir una dieta enriquecida en colesterol
(Moghadasian, 2002). Por este motivo, algunos investigadores complementan la dieta,
ademds de con colesterol, con dacido cdlico, cuyo efecto es un incremento en la
absorcion de colesterol e inhibicion de la sintesis de acidos biliares (Colina-Coca et al.,
2014; Joris et al., 1983; Thiruchenduran et al., 2011). Aun asi, existen ejemplos de
ensayos realizados en roedores con dietas hipercolesterolémicas, complementadas con
acido cdlico o no, con resultados muy dispares en cuando a la respuesta en forma de

concentracion de colesterol total sérico (Csont et al., 2002; Onyeike et al., 2012).

El principal inconveniente de la moderada hipercolesterolemia, instaurada en los
grupos de animales que consumieron pienso con colesterol, fue el bajo margen efectivo
para detectar una reduccion, significativa estadisticamente, en el colesterol total sérico.
De esta forma, no observamos una disminucién significativa y mantenida en el tiempo
en los niveles de colesterol total que pudiéramos atribuir al consumo de L. reuteri CECT
8605 o B. breve CECT 8606, vivos o inactivados térmicamente. Detectamos valores de
colesterol total menores en alguno de los grupos que consumieron probidticos, en
varios tiempos de ensayo, pero sin significancia estadistica en algunos casos, o sin
coherencia con el resto de tiempos. Por todo ello, no podemos concluir si la ausencia de
efecto sobre el colesterol total sérico es atribuible a la ineficacia de los microorganismos

estudiados o a la respuesta deficiente, en algunos aspectos, que demostré el modelo
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animal seleccionado. Nuevos ensayos en otro modelo animal, quizd en roedores
deficientes en receptores LDL y con dieta enriquecida en colesterol, podrian aportar
datos que nos permitirian comprobar el efecto del consumo de L. reuteri CECT 8605 y B.

breve CECT 8606 sobre los niveles de colesterol total sérico.

Por otro lado, los andlisis realizados con las muestras obtenidas tras 94 dias de
intervencién, demostraron una respuesta clara en ciertos parametros en los animales
sometidos a una dieta enriquecida con colesterol. Las concentraciones de elementos
plasmaticos lipidicos (colesterol HDL y LDL) y no lipidicos (glucosa) sufrieron
modificaciones significativas en los animales que consumieron colesterol (Figura 4.44 y
4.45). El grupo control hipercolesterolémico exhibié un aumento en los niveles de
lipoproteinas LDL y un descenso en HDL con respecto al grupo control sano (Figura
4.44.A y B). Esta respuesta ante una dieta rica en colesterol se ha descrito en varios
ensayos llevados a cabo en roedores (Hu et al., 2013; Kumar et al., 2013b; Onyeike et al.,
2012). Se ha postulado que la reduccidon de la sintesis de receptores LDL y/o de actividad
HMG-CoA reductasa, provocado por el exceso de colesterol en la dieta, pueden ser la
causa de una menor captacion de LDL plasmatico y de una menor sintesis de colesterol
de novo, lo que explicaria las alteraciones en los valores plasmaticos de colesterol LDL y
HDL (Hu et al., 2013). En estas condiciones, el consumo de las dos cepas probidticas,
tanto vivas como inactivadas térmicamente (grupos C-F), provocé un aumento en los
niveles de colesterol HDL y un descenso en LDL de forma significativa, aproximando los
valores a los obtenidos en el grupo control sano (Figura 4.44.A y B). Esta aparente
restauracién de los valores de colesterol HDL, LDL y por tanto, también del indice
LDL/HDL, en los animales que consumieron L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 a
un estado equiparable al observado en el grupo de animales control sano, podria
interpretarse como una disminucién de absorcidn de colesterol dietético y una
normalizacidn por tanto de la actividad de los receptores LDL y/o la sintesis de colesterol
de novo. No podemos descartar, sin embargo, que otros mecanismos sean los
responsables tanto del efecto de la dieta enriquecida en colesterol, como del consumo
de los probidticos sobre el perfil lipidico de los animales de nuestro estudio in vivo. En
este sentido, existe la hipdtesis de que la alteracidn de la flora intestinal, inducida por
una dieta hipercolesterolémica, puede ser responsable, al menos en parte, del

incremento en la absorcidn de colesterol y otras alteraciones de parametros lipidicos,
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observado en animales alimentados con este tipo de dieta. La co-administracidon de
especies probidticas junto a una dieta rica en colesterol o grasa, puede reducir el
impacto de dicha dieta sobre la flora intestinal y modular las alteraciones derivadas
(incremento de permeabilidad intestinal, modificacion del perfil de acidos grasos de
cadena corta intestinales, favorecimiento de especies concretas...) que se correlacionan
con concentraciones de lipidos plasmaticos anormales (Huang et al., 2014; Lahti et al.,
2013; Tsai et al., 2014; Wang et al., 2012; Zanotti et al., 2015).

Hemos mencionado previamente el incremento significativo en la concentracion
de glucosa en sangre que observamos en el grupo de animales hipercolesterolémicos
(grupo B) con respecto al grupo control sano (Figura 4.45). La interrelacion entre el
colesterol HDL y el metabolismo de glucosa ha sido observado en varios estudios y
resumido en la revision de Drew y colaboradores (Drew et al., 2012). Basandonos en
esta informacién, el descenso en la concentracién de colesterol HDL inducido por la
dieta enriquecida en colesterol, puede haber provocado una mayor concentracién de
glucosa por factores tales como una menor secrecion de insulina, descenso en la
captacion de glucosa por tejidos y/o resistencia a insulina mediada por la accién pro-
inflamatoria asociada a la dislipidemia. En nuestro ensayo in vivo, la administracién de L.
reuteri CECT 8605 o B. breve CECT 8606, vivos o inactivados, reduce la hiperglucemia a
valores proximos a los observamos en los animales control sanos. Aunque esta
capacidad de regular la glucemia se ha observado en otros estudios en roedores
realizados con cepas del género Lactobacillus (Park et al., 2013; Yadav et al., 2007),
creemos que la reduccion en la concentracion de colesterol HDL es el factor clave que
probablemente explica el efecto de ambas cepas sobre la concentracién de glucosa

observado en nuestro ensayo in vivo.

El efecto in vivo del consumo de varias cepas bacterianas pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, con caracteristicas hipocolesterolémicas
detectadas in vitro, ha sido ensayado en distintos modelos animales (Tabla 1.6). Ademas
de la reduccidn, en distinto grado, de la concentracidn de colesterol total plasmatico,
varios estudios han detectado incrementos en colesterol HDL y/o reduccién en
colesterol LDL, si bien no son efectos que puedan ser considerados universales,

especialmente el incremento en colesterol HDL (Hu et al., 2013; Huang et al., 2014; Tsai
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et al.,, 2014; Xiao et al.,, 2003). Los distintos mecanismos asociados a la capacidad
hipocolesterolémica de los microorganismos ensayados (hidrdlisis de sales biliares,
asimilacién y/o metabolismo de colesterol, inhibicion de NPC1L1, modulacién de flora
intestinal...) asi como las diferencias inherentes a las distintas cepas bacterianas, pueden
ser la razén de la aparente falta de reproducibilidad observada en los ensayos animales
de eficacia de probidticos sobre la hipercolesterolemia. L. reuteri CECT 8605 y B. breve
CECT 8606 podrian ser comparables a otras cepas probidticas que han demostrado ser
capaces de asimilar colesterol en ensayos in vitro. Sin embargo, ambas cepas captan
fluoresterol y lo acumulan principalmente en el citoplasma, a diferencia de lo que
parece ocurrir en otros microorganismos donde el colesterol se incorpora a la envoltura
bacteriana, por medio de procesos que requieren que los microorganismos se
encuentren activos metabdlicamente (Choi y Chang, 2015; Kimoto et al., 2002; Liong y
Shah, 2005; Miremadi et al., 2014; Zeng et al., 2009). Esta diferencia, aunque parezca ser
de poca importancia, puede ser la razén por la cual L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT
8606 vivos, pero también inactivados térmicamente, ejerzan un efecto similar en
nuestros ensayos in vivo, cuando otros microorganismos han mostrado una patente
menor actividad en ensayos in vivo, al ser administrados en forma inactiva (Jeun et al.,
2010; Zanotti et al.,, 2015). La necesidad de resistir el proceso de digestion, factor
generalmente determinante para que un microorganismo probidtico ejerza su efecto
beneficioso in vivo, no es por tanto un aspecto clave a considerar en el caso de L. reuteri
CECT 8605 y B. breve CECT 8606.

Globalmente, los resultados obtenidos tanto en los ensayos in vitro como en el
ensayo in vivo, nos permiten ser optimistas en cuanto a una posible aplicacion de las dos
cepas probidticas seleccionadas, como agentes activos en productos disefiados para
regular parametros fisioldgicos relacionados con la hiperlipidemia y/o el sindrome
metabdlico. Aun asumiendo que L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 no permitan
reducir la concentracion de colesterol total plasmatico, hecho que es necesario
confirmar, la modificacién de los valores de colesterol HDL y LDL que observamos en los
grupos animales que consumieron nuestras cepas, es un efecto relevante. Como ya se
comentd en la introduccién, el nivel de colesterol plasmatico ligado a HDL esta
inversamente relacionado con la incidencia de aterosclerosis y determina la eficacia del

transporte reverso (transporte de colesterol desde los tejidos periféricos al higado;
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Nofer et al., 2002). Ademas, el indice LDL/HDL, es considerado como uno de los mas
importantes pardmetros informativos de salud/riesgo cardiovascular, mas alld de los
valores de colesterol total (Millan et al., 2009; Panagiotakos et al., 2003), y es el fin que
se persigue con los nuevos compuestos inhibidores de la proteasa PCSK9 (Everett et al.,
2015; White, 2015). De todas formas, son necesarios mas estudios con el objeto de
confirmar el efecto de L. reuteri CECT 8605 y B. breve CECT 8606 en otros modelos

animales de hipercolesterolemia y, por supuesto, evaluar su eficacia en estudios clinicos.
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6. Conclusiones

Tras el andlisis de los resultados obtenidos en los ensayos llevados a cabo en

esta Tesis Doctoral se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. Los analisis in vitro realizados con las muestras de la coleccion de cepas
probidticas y compuestos derivados en Biosearch, S.A.; han permitido
identificar 9 muestras con capacidad de inhibir la absorcion de fluoresterol.
Dichas muestras fueron obtenidas a partir de las cepas: Lactobacillus casei BT
838, Lactobacillus reuteri CECT 8605, Lactobacillus plantarum BT 595,
Bifidobacterium breve CECT 8606, Lactobacillus fermentum BT 584 y

Lactobacillus casei BT 835.

2. Lactobacillus reuteri CECT 8605 y Bifidobacterium breve CECT 8606 poseen
actividad hipocolesterolémica in vitro en forma de bacterias inactivadas
térmicamente. Lactobacillus reuteri CECT 8605 exhibe dicha actividad,

ademas, en forma de bacterias viables, e inactivadas con acido y microondas.

3. El efecto hipocolesterolémico in vitro de Lactobacillus reuteri CECT 8605 y
Bifidobacterium breve CECT 8606 se basa en su capacidad de captar
fluoresterol del medio extracelular; impidiendo, de esta forma, que pueda

ser absorbido por las células del epitelio intestinal.

4. La capacidad de secuestrar fluoresterol que exhiben Lactobacillus reuteri
CECT 8605 y Bifidobacterium breve CECT 8606 es una caracteristica especifica
de estas cepas, no siendo detectable en todos los miembros de estas dos

especies.

5. Las condiciones de cultivo de la cepa Lactobacillus reuteri CECT 8605,
especificamente el pH de cultivo, determinan su capacidad
hipocolesterolémica. La alteracién de la estructura de la envoltura celular de
esta bacteria, cultivada a pH 6, es probablemente responsable de generar

células mas permeables a las micelas de fluoresterol.

6. El consumo de 2-10° ufc/dia de las cepas Lactobacillus reuteri CECT 8605 y

Bifidobacterium breve CECT 8606, tanto vivas como inactivadas
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térmicamente, restablece valores normales de colesterol-HDL, colesterol-LDL
y glucosa plasmaticos en ratas Wistar con estos parametros alterados por

medio de una dieta hipercolesterolémica.
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Anexo




ARNasa A 10 mg/mL: se disuelven 20 mg de ARNasa A (Sigma-Aldrich) en 2 mL de
acetato sddico 0,01 M pH 5,2. Se calienta a 100 2C durante 15 minutos, se deja
enfriar a temperatura ambiente, se anade 0,1 volumen de de Tris-HCI 1M pH 7,4

y se conserva a -20 °C.

Azul de Coomasie: azul de Coomasie 0,1 % (p/v), metanol 40 % (v/v), acido acético 10 %

(v/v).

Azul de metileno: azul de metileno 0,1 % (p/v), KOH 0,01 % (v/v).

PBS 1x: se pesan 8,2 g de NaCl, 0,27 g de KH,PO,, 1,4 g de Na,HPO, y 0,15 g KCl y se
disuelven en 800 mL de agua. Posteriormente se ajusta el pH a 7,4, el volumen a

1 Ly se esteriliza mediante autoclavado.

Reactivo OPA: se disuelven 66 mg de ditiotreitol en 10 mL de stock OPA y se mantiene
en reposo al menos 30 minutos antes de su uso. Esta solucidn es estable durante
1 dia.

SDS 10 %: se disuelven 100 g de SDS en 900 mL de agua. Se calienta a 68 2C hasta su
completa disolucién y se ajusta a pH 7,2 con HCl concentrado. Por ultimo, se

ajusta el volumenaun1L.

Solucion de anticuerpo: dilucion 1:5000 de anti-digoxigenina AP (Roche) en solucidon de

bloqueo.

Solucién de bloqueo: dilucion 1/10 de la solucion de bloqueo que viene con el kit DNA
Dig-High Prime (Roche) en acido maleico 0,1 M y NaCl 0,15 M pH 7,5.

Solucion de destenido (citotoxicidad celular por MTT): a 100 mL de 2-propanol se
afiaden 45 plL de HCI 36%R y 100 pL de Triton X-100.

Solucidén de desteiiido (geles de proteinas): metanol 20 % (v/v), acido acético 7 % (v/v).



Soluciéon madre de MTT: se disuelven 5 mg/mL de MTT en PBS 1x. Se esteriliza mediante

filtro de 0,2 um (Minisart, Sartorius) y se conserva a 4°C.

Solucion taurocolato sédico 50 mM: se disuelven 0,269 g de taurocolato sédico en 10
mL de tampdn TPNa. Para llevar a cabo las reacciones enzimaticas se emplea

una dilucion 1/10, usando solucidn taurocolato sédico 5 mM.

SSC 20x: se disuelven 175,3 g NaCl y 88,2 g citrato sédico en 800 mL de agua. Se ajusta a
pH 7 y volumen 1 L.

Stock OPA: se disuelven 12 mg de OPA (Sigma-Aldrich) en 150 pL de metanol, a
continuacién se anaden 10 mL de tampdn borato y se mezcla. Por ultimo, se
anaden 60 pL de lauril éter de polioxietileno y se mezcla. Esta solucidn es estable

a temperatura ambiente durante al menos 3 semanas.

Tampon borato 1M pH 10,4 (ajustado con NaOH): se disuelven 30,91 g de borato sédico
en 500 mL de agua y se ajusta el pH con NaOH.

Tampon de deteccidon (hibridacién de acidos nucleicos): Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M pH
9,5.

Tampon de electrodos: se disuelven 3 g Tris base, 14 g glicina, 10 mL SDS 10 % (p/v) en

agua destilada hasta 1 L, pH 8,1 — 8,5 (no es necesario ajustar pH).

Tampoén de lavado (hibridacién de acidos nucleicos): 4cido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M
pH 7,5, Tween 20 0,3 % (p/V).

Tampon de teiiido (citometria para bacterias): borato sédico 100 mM, EDTA 60 mM,
formaldehido 0,05 % (v/v), triton X100 0,05 % (p/v), pH 9,2.

Tampdn SM: Gelatina 0,01 % (p/v), MgS0O, 10 mM, NaCl 100 mM y Tris-HCl 50 mM pH
7,5.



TE: pH 7,4: Tris-HCl 10 mM (pH 7,4); EDTA 1 mM (pH 8).
pH 7,6: Tris-HCl 10 mM (pH 7,6); EDTA 1 mM (pH 8).
pH 8,0: Tris-HCl 10 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM (pH 8).

TPK: KH,PO, 800 mM, K,HPO, 800 mM, pH ajustado por proporcidn de sales.

TPNa: Tampodn fosfato sddico NaH,PO, 100 mM, Na,HPO, 100 mM pH 7 que contiene
NaCl 100 mM. Se preparan las soluciones NaH,P0O4 100 mM y Na,HPO4 100 mM
en agua. Se mezclan hasta conseguir pH 7 y a esta ultima solucién se afiade NaCl
100 mM.

Tripsina-EDTA: solucién de tripsina al 0,25 % (p/v) en EDTA (acido etilen diamino tetra

acético) 10 mM en PBS 1x, se esteriliza por filtracién a 0,2 um y se conserva a 4
oC,



