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Resumen

Las cepas bacterianas implicadas en procesos de fermentacion de productos lacteos
presentan un interesante potencial por sus posibles cualidades probidticas y sus
propiedades tecnoldgicas. En un estudio realizado previamente, se generd una coleccién
de 101 cepas de lactobacilos aisladas de suero fermentos naturales utilizados en la
produccién de queso artesanal uruguayo, en funcién de su potencial para producir acido
gamma-aminobutirico (GABA) y su potencial probiético.

En este estudio, se profundizé el anadlisis del potencial probiético in vitro de esta
coleccion, asi como la produccion de GABA. El GABA es un aminoacido no proteico
ampliamente distribuido en la naturaleza. Sin embargo, el papel mas conocido de GABA
es su funcién como el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central.
La evidencia preclinica y clinica sugiere que el sistema GABA tiene un papel relevante en
trastornos de salud mental, lo que sugiere su modulacién como una posible estrategia
de tratamiento. La produccién microbiana de GABA es una propiedad de gran interés
para los investigadores preclinicos y clinicos, y también para la industria alimentaria.

En este estudio se selecciond la cepa LPB145 por su produccidon de GABA in vitro y su
potencial como probidtico, y se investigd el efecto de su administracién en el
comportamiento en ratas. Es asi que se evaluaron los efectos conductuales de la
administracion oral y créonica de LPB145 en comportamientos similares a la ansiedad y
la depresién utilizando el laberinto en cruz elevado, el campo abierto y la prueba de
natacidn forzada en ratas. También se evalué el impacto del tratamiento con la cepa
LPB145 sobre la estructura de la microbiota intestinal.

Nuestros resultados mostraron que la administracion de LPB145 indujo un
comportamiento de tipo antidepresivo sin cambios en la actividad locomotora. En
cambio, el tratamiento no modificd la ansiedad experimental. La estructura y la
diversidad de la microbiota intestinal no se vieron afectadas por el tratamiento, aunque
la abundancia de ASV especificos podria estar implicada en los cambios de
comportamiento. Estos hallazgos proporcionan evidencia del potencial de las cepas
probidticas aisladas de fuentes alimentarias para modular el eje intestino-cerebro e

impactar positivamente en la salud mental.
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Introduccion

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal (M1) es una gran comunidad microbiana (aproximadamente 10%**
microorganismos) que reside en el intestino y vive en simbiosis con su hospedero
(Collins et al., 2012). En dicha comunidad predominan las bacterias, aunque también se
encuentran arqueas, virus, hongos y protozoarios. Se han identificado en este ambiente,
mas de 1200 especies de bacterias y mds de 7000 cepas, las cuales pertenecen
principalmente a los filos Bacteroidetes y Firmicutes y en menor cantidad
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia. Cada individuo posee,
dentro de su Ml, una coleccidn de alrededor de 160 especies particulares (Schroeder et
al., 2018).

La MI contribuye con la salud del hospedero de varias maneras. Las principales son la
digestion de polisacdridos complejos (Hooper & MacPherson, 2010), la proteccion del
hospedero frente a patdégenos a través de varios mecanismos, como la exclusion
competitiva y la produccién de péptidos antimicrobianos, y la estimulacién de la
respuesta inmune (Dunne et al., 1999), llegando a influir incluso en la morfologia y
funcién cerebral (Luczynski et al., 2016).

Se cree que la digestidn de polisacaridos complejos fue el impulsor detras de la
evolucién de la relacién entre los mamiferos y los microorganismos que forman la M.
Esto les ha otorgado a los mamiferos un metagenoma adaptable que codifica para una
gran diversidad de enzimas que le permiten al hospedero obtener nutrientes de
alimentos que no puede digerir con sus propias enzimas, particularmente carbohidratos
(Hooper & MacPherson, 2010).

Existe una gran variabilidad en la composicion de la M, incluso a nivel interpersonal,
que es influida por factores tanto intrinsecos como la variabilidad genética entre
individuos y la edad, asi como extrinsecos como infecciones, uso de antibidticos,

enfermedades y principalmente la dieta (Claesson et al., 2011; Salonen et al., 2014).



Existe asimismo una intima relacién entre la microbiota y las células del tejido intestinal,
incluyendo células epiteliales, células inmunes y nerviosas. Se ha demostrado que las
bacterias de la microbiota intestinal pueden modular algunas funciones de las células
del hospedero. Por ejemplo, en comparacién con ratones criados en ambientes
estériles, sin la posibilidad de adquirir una microbiota intestinal propia (ratones germ-
free), se determind que la microbiota intestinal estimula la maduracién de las células del
epitelio entérico llevando a una mejor absorcidon de nutrientes por cambios en la
expresion de proteinas canales de membrana Na+/glucosa, ademas de proteinas de
transporte de lipidos y lipasas (Hooper et al., 2001).

A su vez, la microbiota puede estimular varios procesos como la reparacion del tejido
epitelial a través de la activacién de los receptores tipo Toll (TLR), que generan sefiales
que reclutan células mieloides, las cuales estimulan la proliferacidn del tejido epitelial.
Ademas, se ha visto que ciertas bacterias pueden activar la rama antiinflamatoria del
sistema inmune, ya sea por la induccidon de la expresién de citoquinas antiinflamatorias
(como IL-10) o por la diferenciacion de linfocitos T reguladores (Treg). Esto se vio con
ratones gnotobidticos a los cuales se administré un céctel de bacterias y se pudo
observar una expansién de la poblacidn de linfocitos Treg de los cuales una fraccién
expresaban la citoquina anti-inflamatoria Interleucina-10 (IL-10) (Hooper et al., 2012).
Esta interaccién se da también en la direccidn contraria, ya que la composicion de la M
puede ser regulada a través de la accién del sistema inmune entérico del hospedero.
Una de estas formas de regulacién es la estratificacion de la Ml causada por la capa de
mucina secretada por las células caliciformes, que recubre el epitelio intestinal. Esta
capa de mucus separa a la Ml del epitelio intestinal y su grosor y tipo de estratificacién
varian a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI).

En el colon existe una barrera mas gruesa, con una capa de mucus fija y otra laxa donde
reside la mayor parte de la poblacion bacteriana (Johansson et al., 2008). En otras zonas
del intestino en las cuales la capa de mucina no se encuentra tan desarrollada, la
estratificaciéon se da en parte por proteinas antimicrobianas secretadas por células
epiteliales bajo el control de TLR (Brandl et al., 2007).

Otro agente que cumple un rol en la estratificacidon es la inmunoglobulina A, secretada
por linfocitos B residentes en las placas de Peyer, activados por células dendriticas que

censan a las bacterias capaces de atravesar la capa de mucus luminal y las células
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epiteliales (Macpherson & Uhr, 2004).

Eje microbiota-intestino-cerebro

Ademas de la relacién entre la microbiota con las células epiteliales e inmunes del tejido
intestinal, también existe una relacién intima con el sistema nervioso. Sudo vy
colaboradores (2004), observaron que ratones germ-free respondieron de forma
exacerbada a pruebas de respuesta ante el estrés inducido en comparacién con
controles normales (Hooper et al., 2012; Sudo et al., 2004). Esta respuesta exacerbada
pudo ser revertida a través de una re-colonizacién bacteriana intestinal. Sakar vy
colaboradores explicaron que estos resultados sobre el comportamiento podrian ser a
causa de modificaciones en el eje microbiota-intestino-cerebro (eje MIC) (Sarkar et al.,
2016). Este se define como el canal de comunicacién bidireccional entre la Ml y el
cerebro que abarca al sistema nervioso central, el sistema neuroenddcrino y
neuroinmune, el sistema nervioso auténomo y el sistema nervioso entérico (Grenham
et al.,, 2011).

La conexidn entre los sistemas digestivo y nervioso se debe en parte a que durante la
embriogénesis ambos tejidos se originan de la cresta neural y se desarrollan en conjunto
influenciandose entre ellos mediante sefiales moleculares (Chen et al., 2013).

En el centro de este eje MIC se encuentra el sistema nervioso entérico, cuyo brazo
efector integra sefiales para generar respuestas fisiolégicas como la secrecién y la
motilidad intestinal, ademds de modular la actividad inmune, ya que la mayoria de las
células inmunes tienen receptores para neurotransmisores. Su brazo aferente recibe
sefiales de los nervios sensoriales entéricos y las envia al cerebro. Sefiales quimicas
como la presencia de endotoxinas bacterianas y citoquinas proinflamatorias generan
impulsos nerviosos que indican al cerebro el estado de infeccion bacteriana e
inflamacidn a nivel entérico (Furness, 2012).

El sistema nervioso auténomo se encarga por su parte de inhibir o estimular la funcion
intestinal, dependiendo del contenido intestinal generado por el catabolismo de
alimentos por parte de los microorganismos de la Ml y la digestién. Este sistema esta
intimamente conectado con el sistema limbico, responsable de los instintos vy

comportamientos. Esta comunicacion provee el circuito neural necesario para explicar



la relacién entre el comportamiento y la funcién intestinal tanto en salud, asi como en
enfermedad (ej. sindrome de colon irritable) (Collins et al., 2012).

Los microorganismos de la Ml influyen en este eje a través de varios mecanismos, como
la estimulacion de la secrecién de citoquinas por las células del hospedero. Se conoce
gue la exposicidn crénica a altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias puede llevar a

desérdenes neuropsiquiatricos y depresion (Cryan et al., 2019; Dowlati et al., 2010;
Logan & Katzman, 2005).

Otros mecanismos se basan en la generacién de metabolitos secundarios, que llevan a
cambios en el sistema nervioso del hospedero. Algunos de estos metabolitos
secundarios son neurotransmisores, como la serotonina y el acido y-aminobutirico
(GABA). La serotonina es un neurotransmisor neuromodulador fundamental del sistema
nervioso humano y GABA es el principal neurotransmisor inhibidor de la sinapsis. La
secrecidn de estas moléculas por parte de las bacterias suele ser parte del catabolismo
de los aminoacidos, siendo el triptdfano el precursor de la serotonina y el acido
glutdmico el del GABA (Wall et al., 2014) (Figura 1).

La secrecion bacteriana de serotonina es responsable de la mayor parte de su
concentracion en sangre. Se ha observado que en ratones normales los niveles de
serotonina fueron 2,8 veces mas altos en comparacidn con ratones germ-free (Sarkar et
al., 2016). El GABA secretado por bacterias es muy relevante en casos de humanos que
padecen de ansiedad o depresidn, neuropatologias que se asocian a desequilibrios en
los niveles de GABA en sangre (Misra & Mohanty, 2019).

Otros metabolitos producidos por la Ml que llegan a influir en este eje son los acidos
grasos de cadena corta (AGCC), productos del metabolismo de polisacaridos complejos.
Estos AGCC que incluyen al acetato, butirato y propionato (Qin et al., 2010), se absorben
a nivel del intestino delgado y son dirigidos principalmente al tejido muscular
esquelético y al higado, aunque algunos pueden atravesar la barrera hematoencefalica
activando dreas especificas del cerebro (Dockray, 2014) (Figura 1).

Los AGCC también estimulan a las células enteroendocrinas a liberar péptidos
hormonales como el PYY (péptido tirosina-tirosina), el GLP-1 (glucagonlike peptide-1) y
la colecistoquinina, los cuales inhiben la motilidad intestinal y disminuyen el transito,
mejorando asi la absorcion de nutrientes (Zhang et al., 2008). A su vez, estas hormonas
tienen la capacidad de modificar neuronas de forma epigenética al penetrar la barrera
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hematoencefalica, generando una cascada de sefializaciones que llega a generar

modificaciones como deacetilaciones en sus histonas (Stilling et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema grafico del eje microbiota-intestino-cerebro y sus distintas vias de

sefalizacion bidireccional, extraido de Sarkar et al., 2016.

Microbiota intestinal y patologias neurologicas

Mediante estos mecanismos, en los ultimos afios se han evidenciado vinculos entre la
Ml y distintas patologias neuroldgicas, como enfermedad de Parkinson, enfermedad de

Alzheimer, fatiga crénica y trastornos del espectro autista. Individuos con estas
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patologias poseen MI alteradas al compararse con individuos de similar edad y dieta
(Kandpal et al., 2022).

Un claro ejemplo es el de la enfermedad de Alzheimer, en el cual individuos que poseen
niveles elevados de GABA tienen menor riesgo de padecer esta enfermedad. Asociado
a esto, individuos que padecen la enfermedad presentan, indicios de una baja en las
poblaciones de bacterias potencialmente productoras de GABA en la MI (Manyevitch et
al., 2018; Zhuang et al., 2020). Otro ejemplo seria el de la enfermedad de Parkinson, en
la cual, mediante distintos mecanismos, la Ml puede influir directamente en la
patogénesis de la enfermedad, llevando a una disminucién en los niveles de AGCC y
grelina. Dicho compuesto es un conocido neuroprotector que se ha propuesto como
posible terapia para esta patologia (Bayliss & Andrews, 2013; Morgan et al., 2018).
También puede inducir un aumento en la actividad de células microgliales debido a la
presencia de citoquinas proinflamatorias, lo cual genera una secrecién de neurotoxinas
por parte de dichas células, llevando a la pérdida de neuronas dopaminérgicas dentro
de la sustancia negra (Elfil et al., 2020).

La depresién es otro caso clinico que involucra al eje MIC, ya que varios metabolitos
implicados en esta patologia son metabolizados principalmente por bacterias dentro de
la MI. Un metabolito esencial en este caso es la serotonina, producida a partir del
triptéfano. También a partir de este aminoacido se puede formar kynureina, compuesto
considerado neurotdxico. Cambios en la Ml tienden a la produccién de uno u otro
compuesto a partir del triptéfano disponible. En individuos con depresidn se ha visto
estimulada la via de la kynureina, llevando a niveles bajos de serotonina en sangre e
inflamacién causada por la kynureina, formando el cuadro clinico cldsico en cuadros
depresivos (Dantzer et al., 2011).

Un sistema de neurotransmisores que se ve afectado dentro de este caso clinico es el
sistema GABAérgico, donde se ha visto que las neuronas GABAérgicas en pacientes
depresivos muestran una significativa baja en la expresion de receptores GABAa y
transportadores de GABA en ciertas regiones del cerebro como la corteza prefrontal y
el hipocampo (Guilloux et al., 2012; Luscher et al., 2011). Regiones involucradas en el

procesamiento emocional y la regulacién del estado de animo.
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Cuando hay una disminucién en la funcién gabaérgica, puede haber una mayor
excitabilidad neuronal y una menor capacidad de regular las respuestas emocionales, lo
que se asocia con los sintomas depresivos (Luscher et al., 2011).

Ademas, se ha demostrado que algunos antidepresivos, como los inhibidores selectivos
de la recaptacién de serotonina (ISRS) y los inhibidores de la recaptacién de serotonina
y noradrenalina (IRSN), pueden aumentar la funcidon gabaérgica. Estos medicamentos
actudan sobre el sistema serotoninérgico y noradrenérgico, pero también pueden tener
efectos indirectos en el sistema gabaérgico, mejorando la disponibilidad o la eficacia del
GABA y ayudando asi a aliviar los sintomas depresivos (Pinna et al., 2009).

Es importante destacar que la depresidon es un trastorno complejo y multifactorial, en el
gue intervienen multiples sistemas neuroquimicos y factores psicosociales. El sistema
gabaérgico es solo uno de los aspectos involucrados en la fisiopatologia de la depresidn,
y su relacién con esta enfermedad aun se esta investigando y comprendiendo en mayor
detalle (Sarawagi et al., 2021).

En el caso de la ansiedad, otra clasica patologia estudiada en profundidad desde el punto
de vista de la endocrinologia bacteriana, la comunicacién a través de este eje se ve
claramente en ensayos de trasplante fecal, donde se evidencidé que fenotipos de tipo-
ansiedad pueden ser transferidos entre ratones a través del trasplante fecal de ratones
afectados a ratones sin signos de comportamientos asociados a la ansiedad (Li et al.,
2019).

En cuanto al involucramiento del sistema gabaérgico en esta patologia, se conoce que
desempeiia un papel crucial en la regulacidon de la excitabilidad neuronal y la respuesta
al estrés. La disminucion de los niveles de GABA o una alteracién en la funcién
gabaérgica pueden contribuir al desarrollo de trastornos de ansiedad. Cuando la funcién
gabaérgica se ve comprometida, hay un desequilibrio en la excitacion-inhibicién en el
cerebro, lo que puede manifestarse como una respuesta exagerada al estrés y una
mayor sensibilidad a las situaciones ansiosas (Moéhler, 2012).

Los farmacos ansioliticos, como las benzodiazepinas, actian aumentando la actividad
del sistema gabaérgico en el cerebro, uniéndose a las subunidades a y y del receptor
GABAa de las neuronas a lo largo de todo el SNC, aumentando la afinidad de estos
receptores al GABA. Estos medicamentos facilitan la accién del GABA, lo que conduce a

una mayor inhibicidon neuronal y una reduccién de los sintomas de ansiedad (Pym et al.,
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2005). Sin embargo, es importante tener en cuenta que el uso a largo plazo de
benzodiazepinas puede tener efectos secundarios y riesgo de dependencia, por lo que
su uso se recomienda solo de forma temporal y bajo supervisién médica (Schmitz, 2016).
En resumen, el sistema gabaérgico desempefia un papel crucial en la regulacién de la
ansiedad. La disminucion de la funcién gabaérgica puede contribuir al desarrollo de
trastornos de ansiedad, mientras que aumentar la actividad gabaérgica, ya sea a través
de medicamentos ansioliticos o intervenciones terapéuticas, puede ayudar a reducir los

sintomas de ansiedad y promover una mayor sensacion de calmay relajacion.

Probiodticos

En el 2013, la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP)
organizd un encuentro de expertos de distintas dreas asociadas a los probidticos y sus
aplicaciones, para generar una actualizacidn del conocimiento y ajustar el concepto de
probidtico, establecido por la Organizacion Mundial de la Salud junto con la
Organizacion para la Alimentaciéon y la Agricultura en 2002 (FAO/WHO et al., 2002). En
dicha instancia se definieron los probidticos como microorganismos vivos que, cuando
se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
hospedero.

El uso de probidticos es una practica ampliamente utilizada tanto en seres humanos
como en animales (Ducatelle et al., 2014; Hill et al., 2014). Principalmente, se han
utilizado cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium debido a
distintas caracteristicas intrinsecas de estos géneros, como considerarse en general
bacterias de tipo GRAS (generally regarded as safe) por cumplir con la normativa de
seguridad para su consumo establecida por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) de los EEUU (Wessels et al., 2004). Se los
considera parte de la microbiota normal de los mamiferos (Reid et al., 1999) y poseen
caracteristicas deseables en productos comerciales como la capacidad de resistir
distintos procesos de conservacion (ej. liofilizacién) (Vinderola et al., 2017).

Reid y colaboradores establecieron una serie de requerimientos minimos para la
evaluacion de un microorganismo para ser llamado probidtico en concordancia con lo

establecido por la ISAPP (Reid et al., 2019).
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® Los microorganismos deben estar vivos y en numeros suficientes cuando se
administran.

e Los microorganismos deben estar identificados genéticamente a nivel de cepa,
utilizando la terminologia actual.

e Se deben realizar estudios de tamafio y disefio apropiados utilizando la cepa en el
hospedero al que estd destinado el probidtico (tanto humanos como especies animales).
e Cepas que muestren dar un beneficio con respecto a alguna condicidn, pueden no ser
probidticos para otra aplicacion.

e Cepas que son probidticas para humanos, pero estan estudiadas en modelos animales,
deben aclarar su designacidn como probidticos para humanos bajo testeo experimental.
Los probidticos generalmente son aislados de la microbiota de individuos sanos de la
misma especie a la cual se desee administrar, ya que se considera que estan adaptados
a las condiciones presentes en el tracto gastrointestinal (TGI) de la especie en cuestién
(Fuller, 1989; Morelli, 2000a; Vazquez Zeballos et al., 2014).

Sin embargo, también existen numerosos trabajos en los cuales se han aislado bacterias
con potencial probidtico de distintas fuentes, principalmente de alimentos fermentados
como yogures y quesos. Se ha visto que, en estos ambientes, las bacterias aisladas
pueden tener distintas caracteristicas y una mayor variedad de genes que le permitan
adaptarse a la variabilidad y exigencia del ambiente en el que viven (Choi et al., 2018;
Gueimonde et al., 2004; Maragkoudakis et al., 2006; Parvez et al., 2006).

Los mecanismos de accion propuestos para los probidticos son muy variados y
generalmente son cepa-especificos. Muchos se basan en la modulacién de la Ml de
forma de generar cambios en las vias de comunicacién entre esta y el hospedero,
generando cambios a nivel sistémico que llevan a una mejora en la salud (Riaz Rajoka et
al., 2017).

Si el objetivo es la administracidn oral, se busca que las cepas resistan la accién de sales
biliares y medios acidos para sobrevivir al transito gastrointestinal (Bezkorovainy, 2001).
También se procura que muestren una adhesidn tanto al mucus como a las células del
epitelio intestinal con el fin de esclarecer su capacidad de permanecer en el lumen
intestinal para cumplir su funcién y competir por sitios de colonizacién con posibles

patégenos (lzquierdo et al., 2008; Vinderola et al., 2017).
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Es relevante para este estudio mencionar que en los Ultimos afos se renovd la
taxonomia del género Lactobacillus siendo los denominados previamente grupos
filogenéticos cono Lactobacilus casei (Hill et al., 2018) y Lactobacillus plantarum (Huang
et al.,, 2011), actualmente se denominan género Lacticaseibacillus (género Lcb) y género

Lactiplantibacilus (género Lpb) respectivamente (Zheng et al., 2020).

Probidticos y salud mental

Teniendo en cuenta todos estos avances en el estudio de probidticos, junto con el
esclarecimiento de las vias de comunicacién que existen entre la Ml y el cerebro, el
siguiente paso légico surge con el estudio de los efectos de probidticos en la salud
mental, humor y comportamiento (Barros-Santos et al., 2020; Dinan et al., 2013; Sun et
al., 2021).

Durante la década pasada surgié y cayé en desuso el concepto de “psicobiético” el cual,
segun Sarkar y colaboradores se definen como microorganismos que, al ser ingeridos en
cantidades adecuadas, producen un beneficio en la salud mental. Dicho concepto cayd
en desuso debido a la cantidad de productos probiéticos con efectividad dudosa, que
apodaron ese nombre con fines comerciales (Sarkar et al., 2016).

Existe una gran variedad de mecanismos de accion a través de los cuales esta clase de
probidticos podrian ejercer su funcién. La mayoria de estos ya fueron nombrados en la
seccidon sobre la comunicacion entre la microbiota y el cerebro a través del eje MIC (Wall
et al., 2014).

Debido a la novedad de la tematica, la mayoria de la evidencia se encuentra en estudios
en modelos con roedores en los cuales se han visto los efectos que pueden llegar a tener
sobre trastornos como la depresidn y la ansiedad (Bravo et al., 2011; Desbonnet et al.,
2010; Logan & Katzman, 2005).

En uno de estos estudios, Bravo y colaboradores analizaron los mecanismos de accion
de una cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus en ratones. En este estudio, la
administracion de esta cepa causd una reduccidn en niveles de ansiedad en el test de
puente elevado (un modelo de evaluacién de comportamientos de tipo-ansiedad), y una

reduccion de la elevaciéon inducida por estrés de corticosterona en sangre. A su vez, se
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determind que en estos ratones hubo un aumento en receptores de GABA (GABAa y
GABADb) en células del sistema nervioso central (Bravo et al., 2011).

Alteraciones en estos receptores se han relacionado con comportamientos de ansiedad
y depresién en modelos animales (Cryan & Kaupmann, 2005). Posteriormente, se repitiod
el mismo experimento, pero realizando una vagotomia (seccién del nervio vago). En este
caso no se observo ninguno de los efectos tipo-ansiolitico ni aumento en la expresion
de receptores, lo que indicaria que la via por la cual esta cepa psicobidtica ejerce sus
efectos es principalmente a través del nervio vago (Bravo et al., 2011).

Desbonnet y colaboradores analizaron el efecto de la ingestion crdnica de una cepa de
Bifidobacterium infantis en ratones bajo un modelo de tipo-depresién inducida por
separacion maternal temprana. En este modelo, los ratones separados de la madre
respondieron de manera negativa en el test de nado forzado (un modelo de evaluacién
de comportamientos de tipo-depresidn), y mostraron un aumento en la expresién de
ciertas citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a. Tras el tratamiento con B.
infantis, se revirtié el comportamiento tipo-depresivo en el test de nado forzado,
disminuyeron los niveles de citoquinas proinflamatorias y aumenté la expresion de la
citoquina antiinflamatoria IL-10 (Desbonnet et al., 2010).

Entre estos y otros trabajos sobre la temdtica, se ha visto que la utilizacién de una cepa
bacteriana para tratar distintas neuropatologias es algo viable, aunque su mecanismo
de accion es cepa-especifico y debe ser caracterizado. También es comun que cepas con
claro efecto en modelos animales, no se traduzca en efectos en humanos. Esto
probablemente se deba a diferencias en la composicion de la Ml, la fisiologia de las redes
neurales del nervio vago y el grado de desarrollo del sistema nervioso en seres humanos
en comparacién con especies animales (Kelly et al., 2017).

Debido a esto, los ensayos clinicos hasta el momento son pocos y no poseen una gran
profundidad. Aun asi, ciertos trabajos han mostrado resultados prometedores con una
mejora en pacientes que consumieron de forma oral alimentos fermentados con
microorganismos con potencial psicobidtico y mostraron un decaimiento en niveles de
ansiedad y estrés (Akkasheh et al., 2016; Pinto-Sanchez et al., 2017; Selhub et al., 2014).
Otros estudios analizaron el efecto de formulaciones probidticas (Lactobacillus
helveticus R0052 vy Bifidobacterium longum) en los niveles de estrés, ansiedad,

depresiéon y el humor en general de 55 voluntarios masculinos y femeninos (Messaoudi
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et al., 2011). Los individuos ingirieron la formulacién diariamente por 30 dias y se les
realizaron pruebas analizando los niveles de ansiedad, depresidn y estrés, ademas de
analizar la cantidad de cortisol en orina (indicador fisiolégico de estrés). Se vio asi que
hubo una disminucién en los niveles de estos comportamientos y los valores de cortisol
urinario disminuyeron, tanto en los individuos sanos, asi como los que, en las mediciones
iniciales, mostraron indices de depresidn y ansiedad. Esto evidenciaria la actividad de
estos microorganismos como psicobidticos. Experimentos posteriores del grupo
buscaron efectos deletéreos de esta formulaciéon y no encontraron que se generaran
disfunciones en la memoria y el aprendizaje ni generé adiccidn, lo cual afirma la
inocuidad del producto (Messaoudi et al., 2011).

También se evidencid que existid un cambio en la conectividad neuronal entre ciertas
regiones del cerebro durante una tarea de reconocimiento emocional en mujeres sanas
que consumieron crénicamente lacteos fermentados adicionados con la cepa probidtica
Bifidobacterium animalis subesp. lactis 1-2494 (Tillisch et al., 2013). De esta forma se
mostré la relacién entre la Ml con la funcién cerebral.

En un estudio clinico reciente, se esclarece un posible mecanismo de accion a través del
cual estas formulaciones probidticas pueden influir en el SNC, donde se vio que el
tratamiento con una preparacion de Lactobacillus helveticus R0052 vy Bifidobacterium
longum R0O175 disminuyd los sintomas de depresidn en pacientes con depresidn leve y
moderada. Y una de las causas que generd este cambio fue el aumento del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDFN por su sigla en inglés) circulante. Este factor
interfiere en procesos neurofisioldgicos importantes tanto en el sistema nervioso
central como en el periférico, apoya la supervivencia neuronal, asi como

neuroplasticidad y neuroprotecciéon (Heidarzadeh-Rad et al., 2020).
Acido y-aminobutirico

Otro de los mecanismos que pueden ser causa de estos resultados, y que debido a la
tematica de este trabajo nos es de gran relevancia, es la produccién microbiana de
compuestos neuroactivos, en particular el GABA. Este compuesto es producido por la

enzima glutamato descarboxilasa, la cual cataliza la descarboxilacion irreversible del
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acido glutamico a GABA, utilizando piridoxal fosfato como cofactor para su funcion (Wu
& Shah, 2015).

Esta enzima se encuentra distribuida tanto entre eucariotas como en bacterias y arqueas
(Siragusa et al., 2007). En bacterias, cumple su funcidén dentro de un mecanismo de
resistencia a pH bajos, ya que descarboxila el L-glutamato, consumiendo asi un protén
citoplasmatico (Teixeira et al., 2014). Hasta el momento, se ha observado cepas de los
géneros Lactiplantibacilusbacillus y Lacticaseibacillus que expresan la enzima (Wu et al.,
2018).

Se considera que este mecanismo es esencial para lactobacilos que crecen en medios
acidos, como los encontrados en alimentos fermentados acidos y en procesos de
fermentacion de lacteos, donde el medio se acidifica a medida que avanza la
fermentacion, ya que mejora la competitividad en estos nichos (Su et al., 2011).

Las caracteristicas bioquimicas de esta enzima varian segun la cepa, pero en lineas
generales, su pH éptimo es de 3,8 a 4,5 (Texeira et al., 2014) y dependiendo de la especie
si su isoforma funcional es un dimero o un tetrdmero (Hiraga et al., 2008; Komatsuzaki
et al., 2008).

Molecularmente, la enzima glutamato descarboxilasa se encuentra codificada dentro de
un operdn llamado gad, formado por varios genes que codifican para proteinas que
permiten que este sistema de resistencia a medios acidos funcione en su totalidad. En
lactobacilos, la enzima glutamato descarboxilasa (GadB) funciona en conjunto con una
proteina canal antiporter glutamato-GABA llamada GadC que cataliza el paso de una
molécula de glutamato del medio externo, expulsando una molécula de GABA. Esto
aumenta la disponibilidad de glutamato intracelular e impide la inhibicidn por exceso de
producto. Este funcionamiento en paralelo de estas enzimas solo es viable a pH bajos,
ya que a pH neutros la enzima GadB se encuentra inactiva en el citoplasma y cuando el
pH externo baja, ésta se transporta hacia la membrana para trabajar en conjunto con la
proteina canal activando este sistema de resistencia a medios acidos (Feehily & Karatzas,

2013) (Figura 2).
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Figura 2: Distintos mecanismos bacterianos de resistencia a medios acidos, entre los que

se destaca el operdn gad. Figura extraida de Teixeira y colaboradores (2014)

Queseria y suero fermentos naturales

La queseria artesanal es una gran industria a nivel nacional, generando 10 millones de
kilos de queso al afio por 800 productores (INALE, 2017). Aproximadamente un 40% de
los quesos producidos son los denominados quesos de pasta dura o semidura, también
denominados quesos grana, como los quesos Parmigiano originarios de Italia. Este tipo
de quesos se caracteriza por la utilizaciéon de cultivos iniciadores complejos llamados
sueros fermento naturales (SFN), que junto con la microbiota natural de la leche (la cual
se utiliza sin pasteurizar) son responsables de las caracteristicas de estos (Gatti et al.,
2014).

Los SFN son asociaciones de microorganismos integrados por bacterias acido lacticas
dominantes y microorganismos no lacticos contaminantes, como las levaduras (Gatti et
al., 2014; Reinheimer et al., 1995, 1996). Se considera que los SFN utilizados en la
queseria artesanal podrian ser una fuente rica de microorganismos con potencial
probidtico, ya que su poblacion principal son bacterias acido lacticas, como los
lactobacilos, ampliamente caracterizados por tener propiedades probidticas
(Maragkoudakis et al., 2006; Morelli, 2000b; Vinderola et al., 2017b).

En nuestro pais, el uso del SFN se encuentra muy extendido en comparacién con el uso
de iniciadores comerciales. Sin embargo, se conoce muy poco de su composicién y de
su potencial tecnoldgico (Fraga Cotelo et al., 2013; Lozano et al., 2022; Reginensi et al.,

2013).
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Figura 3: A) Agregado de SFN en el proceso de fabricacién del queso. B) Adicién del
suero de la elaboracidn diaria al SFN original. C) Tanques de enfriado de SFN. Cortesia

del Msc. Alvaro Gonzélez Revello.

La obtencidon de SFN se basa en la mezcla de un cultivo original de SFN con el suero
resultante de la elaboracién diaria del queso, dejando enfriar gradualmente el producto
a lo largo de varios dias (Figura 3). De esta forma, ciertas cepas provenientes de la
microbiota nativa de la leche son seleccionadas y la composicién microbiana puede
variar con el tiempo y entre los SFN de distintos productores, generando asi diferencias
en las propiedades de sus quesos (Bottari et al., 2010; Gatti et al., 2014).

A pesar de esta variedad entre productores, existe una microbiota base en los SFN,
establecida por las condiciones de acidez y cambios de temperatura dados durante el
proceso de fabricacidn del queso y la generacion del nuevo SFN. Esta microbiota base
esta compuesta principalmente por Lactobacillus spp. termdfilos homofermentativos y
en menor medida por heterofermentativos y Streptococcus thermophilus (Beresford et
al., 2001; Parente & Cogan, 2004).

Los SFN utilizados en la queseria artesanal son una fuente rica en microorganismos con
potencial produccién de GABA. La presion selectiva del mismo proceso de fabricacidn

del queso en la que se liberan grandes cantidades de aminoacidos por la protedlisis de
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las proteinas de la leche y la acidificacion del medio, selecciona bacterias con
mecanismos de resistencia a medios acidos como lo es el operdn gad (Feehily &

Karatzas, 2013; Siragusa et al., 2007).
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Figura 4: Proceso de adaptacion al nicho de los lactobacilos. a) Un ancestro comun, con
el potencial de adaptarse a distintos nichos, sufrié multiples cambios gendmicos, que
permitieron la mejor adaptacion a ambientes especificos (ambiental, alimentos o tracto
gastrointestinal). b) La misma cepa puede cambiar de habitat como cuando un humano
consume alimentos fermentados, donde esta cepa posee el potencial de adaptarse al
nuevo ambiente por provenir del mismo ancestro comun. Figura extraida de Stefanovic

y colaboradores (2021).
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Se considera que debido a la presion selectiva de ambientes como los SFN, y otros
ambientes de alimentos fermentados, el género Lactobacillus representa uno de los
géneros mas grandes y diversos de todas las bacterias del acido lactico (BAL), abarcando
especies con aplicaciones en campos industriales, biotecnoldgicos y médicos (Figura 4).
El aumento en el nimero de genomas disponibles de Lactobacillus ha permitido la
comprension de la genética de este grupo, demostrando su plasticidad y adaptabilidad
a distintos nichos (Stefanovic et al., 2017). Los lactobacilos son reconocidos como
potenciales fabricas celulares, confirmado por la exitosa produccién de compuestos
como el GABA (Lozano et al., 2022). La comprension profunda de las caracteristicas de

estas cepas abre las posibilidades para futuras aplicaciones basadas en el conocimiento.

Antecedentes

En trabajos previos realizados en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche
de la Facultad de Veterinaria (UdelaR), se aislaron BAL partir de SFN de productores de
San José y Colonia, utilizados para la produccién de quesos artesanales de tipo Granay
se determinaron sus caracteristicas biotecnoldgicas.

Posteriormente, se analizaron dichas bacterias para analizar su potencial como
productor de GABA mediante ensayos moleculares y su capacidad para resistir
ambientes similares a los encontrados en el tracto gastrointestinal (Lozano et al., 2019,
Lozano et al.,, 2022). En estas cepas es que se basan los consiguientes ensayos que

engloban esta tesis.
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Hipotesis

La hipdtesis de este trabajo postula que los SFN son repositorios naturales de bacterias
con potencial probidtico, algunas de las cuales, al ser administradas en forma crénica,
tienen la capacidad de generar cambios comportamentales beneficiosos a través de la

modulacion del eje MIC.

Objetivo general

El objetivo de este estudio fue caracterizar diferentes propiedades probidticas de cepas
aisladas de SFN de queserias artesanales nacionales in vitro, y en base a los resultados
obtenidos, evaluar el efecto de la administracion crénica de una de ellas en modelos
comportamentales especificos para evaluar ansiedad y estados depresivos en ratas.
Ademas, se procurd caracterizar el impacto del tratamiento sobre la comunidad

bacteriana de la Ml de los animales.

Los objetivos especificos se presentan al inicio de los capitulos de esta tesis.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizaron aislamientos de lactobacilos (n=101) pertenecientes a la
coleccién del Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Leche de la Facultad de Veterinaria
(Montevideo, Uruguay). Estas cepas habian sido previamente aisladas de SFN
provenientes de cinco queserias artesanales elaboradoras de queso tipo Grana,
ubicadas en los departamentos de San José y Colonia, Uruguay.

En trabajos previos del laboratorio se habia realizado una caracterizacion parcial de las
cepas, que incluyd la deteccidn del gen codificante de la enzima glutamato decarboxilasa
(gadB). También se midio la capacidad de estas cepas de resistir condiciones similares a
las encontradas en el tracto gastrointestinal (pH bajos y sales biliares). Por ultimo, se
identificaron taxondmicamente a nivel de género mediante secuenciacién del gen que
codifica el ARN ribosomal 16S.

La presente investigacion se inicié a partir una colecciéon de 25 aislamientos que
contienen el gen gadB, son resistentes a pH bajos y sales biliares, y pertenecen a los
géneros Lactiplantibacillus (n=19) y Lacticaseibacillus (n=6).

Los cultivos de rutina se realizaron en placas con medio Mann-Rogosa-Sharpe (MRS)
agar (Oxoid, Inglaterra) a 37°C en microaerofilia. Para su almacenamiento, las cepas

fueron congeladas a -80 °C en caldo MRS suplementado con 20% de glicerol.

Adhesion a mucus

En primera instancia se realizd una extraccién de mucus a partir de heces frescas de
ratas utilizando el método de doble precipitaciéon etandlica (Ouwehand et al., 1999).
Brevemente, las heces se diluyeron al cuarto en una solucién de PBS suplementado con
0,5 g/l de NaN3, 1mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y 10 mM EDTA pH=8, para
luego ser homogeneizado en un Stomacher® 80 Biomaster (Steward, Inglaterra+) por 30
segundos a velocidad baja. Esta suspension se agitd por una hora en bafio de hielo y se
centrifugé por 30 min a 15.000 x g (4 °C). Al finalizar, el sobrenadante se recuperd y se

diluyd con etanol absoluto, de manera de llegar a una concentracién final del 70% del
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sobrenadante. Este producto se volvid a centrifugar por 30 min a 10.000 x g (4 °C). Una
vez culminada esta centrifugacion se descarté el sobrenadante y el pellet se suspendié
con 4 ml agua milliQ y se repitié la precipitacion con etanol. Luego de centrifugar y
descartar el sobrenadante, el sedimento se dejé secando overnight (ON) al aire, a
temperatura ambiente y se suspendié en agua milliQ. Luego de confirmar la ausencia de
materia insoluble, el mucus se liofilizé y se almacené a -20 °C para posteriores usos.

Con el mucus extraido pronto para usar, se continud con el ensayo de adhesién para los
25 aislamientos, el cual se basé en el método propuesto por Sugimura y colaboradores
con modificaciones (Sugimura et al., 2001) y se realizé por triplicado. En una placa de
poliestireno de 96 pocillos se incubaron overnight a 4 °C, 200 pl de una solucién a 1
mg/ml del mucus liofilizado en agua por pocillo. Luego los pocillos se lavaron con PBS y
se bloquearon con 200 pl de una solucién de BSA (1 mg/ml) por 1 hora a 37°C vy se
lavaron nuevamente. Cultivos frescos de las cepas a estudiar (cultivo ON en Caldo MRS
a 37 °C en microaerofilia) fueron centrifugados y lavados dos veces con PBS antes de
resuspenderlos en PBS a una concentracién final aproximada de 5 x 10° unidades
formadoras de colonias/ml (UFC/ml). Se tomaron 100 pl de las suspensiones de cada
cepa y se incubaron en los pocillos recubiertos con mucus durante 1 hora a 37 °C.
Posteriormente, para eliminar las bacterias que no se adhirieron al mucus, los pocillos
se lavaron dos veces con PBS. Luego, para liberar las bacterias adheridas, los pocillos se
lavaron con una solucion de PBS con Tritén X-100 al 0,5 %, pipeteando minuciosamente
para homogeneizar el lavado. Las bacterias viables se contaron antes y después de la
hora de incubacién siguiendo el método de recuento en placa y se calculd el porcentaje
de adhesién como UFC adheridas al mucus/UFC en la suspensién original x 100. Los
ensayos se realizaron por triplicado, se incluyeron blancos de PBS estéril y se usé la cepa
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) como control positivo (Morita et al.,

2009).

Formacion de biofilms

Luego se evalué la capacidad de formar biofilms que tienen estas cepas utilizando el
método semicuantitativo de analisis de formacidn de biofilms estaticos por medio de la

tincion con cristal violeta (Lebeer et al., 2007).
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Para ello se partié de una suspension bacteriana en PBS a una concentracion aproximada
de 5x108 UFC/ml preparada a partir de un cultivo fresco (cultivo ON en Caldo MRS a 37
°C en microaerofilia), de la cual se transfirieron 20 ul a un pocillo con 180 ul de medio
fresco mTSB (15 g/l de TSB y 20 g/I de Proteasa Peptona) en una placa de 96 pocillos,
haciendo triplicados y dejando pocillos sin inocular como blanco. Las placas se incubaron
durante 48 h a 37 °C en microaerofilia.

Una vez finalizado el periodo de incubacion, se retird el cultivo y cada pocillo se lavé dos
veces con PBS 1X. Luego se agregaron 200 pl de cristal violeta 0,1% y se incubd por 15
minutos a 37 °C. Al finalizar, se retird el cristal violeta y los pocillos se lavaron dos veces
mas con 200 pl de PBS 1X, se agregaron 200 ul etanol 95% y se agité suavemente para
solubilizar todo el cristal violeta asociado a las bacterias adheridas a la placa. Por ultimo,
se midid la densidad dptica (DO) de la solucién a 590 nm, longitud de onda que absorbe
el cristal violeta. Este ensayo se realizé por triplicado.

La absorbancia de la solucién se compard con la absorbancia de los blancos y se utilizé
la siguiente escala de produccion de biofilms propuesta por Stepanovic y colaboradores

(Stepanovic et al., 2000).

DOcepa < DOslanco no formadora de biofilm
DOslanco < DOcepa < 2 X DOsglanco formacion baja de biofilm

2 X DOglanco < DOcepa < 4 X DOslanco formacion media de biofilm
4 x DOglanco < DOcepa formacién alta de biofilm

Analisis semi-cuantitativo de la produccidn bacteriana de GABA

A partir de la comprobacién de la presencia del gen gadB en el genoma de las cepas
seleccionadas, se realizé un screening inicial para analizar la potencial produccién de
GABA, nos basamos en la metodologia propuesta por Wu y Shah con modificaciones.
Dicha metodologia se basa en la observacién de produccién de gas bajo ciertas
condiciones, y que se asocia con la produccién de CO,, producto de la descarboxilacién
del acido glutamico por a glutamato decarboxilasa (Wu & Shah, 2015), como se observa

en la Figura 5.
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Figura 5: Protocolo de screening de actividad de la enzima, glutamato descarboxilasa

A partir de un cultivo de rutina (condiciones explicadas en la seccidn cepas bacterianas)
se prepard una suspension bacteriana en PBS estéril con una concentracién aproximada
de 5 x 108 UFC/ml, de la cual se transfirié 1 ml a un tubo con 9 ml de MRS suplementado
con 10 mg/ml de acido glutamico (Sigma Aldrich, UE) y el pH ajustado a 5. El tubo, que
contenia una campana de gases para detectar la formacidn de burbujas en el medio, se
incubd por 48 ha 37 °C.

De acuerdo con la cantidad de gas retenido en la campana producida luego de la

incubacidn, se estimé empiricamente la potencial produccion de GABA.

Cuantificacion de la produccion de GABA por UHPLC/MS

Se realizé una cuantificacidn de la produccion de GABA extracelular usando un equipo
de Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento acoplado a un espectrémetro de
masas (UHPLC/MS por sus siglas en inglés) Thermo Scientific Ultimate 3000 RS acoplado
a un sistema de espectrémetro de masas Thermo Scientific ISQ EC. Tubos con caldo MRS
suplementado con 10 mg/ml de acido glutamico (Sigma Aldrich, UE) (pH inicial = 5) se
inocularon con cada cepa a una concentracién normalizada de 1 x 10% UFC/ml y se
incubaron a 37 °C durante 48 h. Se tomaron muestras de los cultivos alas 24 y 48 h y se
procesaron inmediatamente. Las muestras se diluyeron 1:1 en acido clorhidrico 0,1 My

la mezcla se centrifugd a 13.000 x g durante 10 min a 4 °C. A continuacién, los
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sobrenadantes se filtraron a través de filtros de jeringa de acetato de celulosa de 2,5
mm de didmetro y 0,22 um de tamafio de poro (GVS) y se analizaron mediante
UHPLC/MS, siguiendo el protocolo descrito en la Nota de aplicacién de Thermo Fisher
para la separacién y deteccion de aminodcidos en vino (Park et al., 2019), con
modificaciones menores. Las modificaciones incluyeron la reduccién del flujo de la fase
movil a 0,3 ml/minutoy el uso de un volumen de inyeccién de 5 pl. La fase movil utilizada
fue una mezcla de la fase mavil A, que contenia un 10 % de una solucién de formiato de
amonio 200 mM en acetonitrilo a pH = 2,8 y una fase movil B, que contenia un 10 % de
una solucion de formiato de amonio 200 mM en agua a un pH = 2,8. La fase movil se
inyecté de acuerdo con el gradiente presentado en la tabla 1 durante la ejecucién,
mientras que la deteccion se realizé utilizando el modo de monitoreo de ion Unico en el
modo positivo, seleccionando un ion de m/z 104 correspondiente al valor de m/z de
GABA en su forma anidnica. Los picos obtenidos se analizaron e integraron con el
software de procesamiento de datos Chromeleon™ Chromatography Data System (CDS)
(Thermo Fisher Scientific, EU) version 7.2. Los valores de concentracion de las muestras
se calcularon como los valores de las dreas de los picos de GABA divididos por el factor
de dilucién de la inyeccién e interpolados con un estandar inyectado en dicha corrida
(GABA diluido a 0,05mM). Se hicieron triplicados mediante experimentos

independientes. Este ensayo se realizd por triplicado.

Gradiente de inyeccion de fase movil

. . Porcentaje de fase Porcentaje de fase
Tiempo (min)

movil A maovil B

0 100 0

5 100 0
15 84 4 15
20 66,7 33,3
30 66,7 33,3
30,2 100 0
40 100 0

Tabla 1: gradiente de inyeccion de fase movil

Se evalué la normalidad de los valores de concentracidn de GABA en grupos separados

usando una prueba de Shapiro-Wilk y se compararon entre los grupos segun su género
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y nivel de produccion, usando el test t de Student para valores normales y una prueba
no paramétrica de Mann-Whitney cuando no era normal. Se considerd significaciéon
estadistica cuando p < 0,05.

También se compararon los valores de concentracion de GABA entre 24 y 48 horas,

siguiendo el criterio anterior.

Seleccion de cepas candidatas para ensayos in vivo

Luego de la caracterizacion in vitro, se evaluaron los resultados obtenidos junto con
aquellos obtenidos a partir de los trabajos previos del grupo de investigacién (Lozano et
al., 2019). Combinando los distintos atributos analizados en las diferentes fases de los
ensayos se seleccionaron las 3 cepas mds promisorias. Las cepas fueron evaluadas en
base a su potencial habilidad para colonizar el TGI de las ratas, predicha a partir de la
resistencia a medios acidos y presencia de sales biliares, asi como su adhesién a mucus
y su produccién de biofilms, en combinacién con la capacidad para producir GABA.

Por ultimo, se analizé la capacidad de estas cepas de resistir el proceso de liofilizacion
para su posterior administracién en los ensayos in vivo. Para ello se liofilizaron varias
suspensiones de cepas candidatas junto con la cepa Lacticaseibacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103) como control de una cepa resistente al proceso de liofilizacion (Morita et
al., 2009).

Para ello se utilizé un cultivo ON de rutina de la cepa a liofilizar, el cual se centrifugd y
lavd 2 veces con PBS (10.000 x g, 15 min), para luego resuspender el pellet en 25 ml de
leche descremada en polvo reconstituida al 10% (Conaprole, Uruguay) (autoclavada a
121°C previamente por 7 minutos). Dicha suspensién se congeld por dos horas a -80 °C
y luego se liofilizd en un liofilizador de mesa de Labotec Group a -40 °C por 24 h. El
producto se almacend a 4 °Cy se realizaron recuentos en placa para determinar el valor
de UFC por gramo.

Las dosis de las cepas candidatas se prepararon resuspendiendo la cantidad de material
liofilizado necesario para tener 5 x 102 UFC en 0,5 ml de PBS estéril y se almacend a -80

°C en dosis individuales.
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Por ultimo, para determinar si hubo perdida de viabilidad de las dosis durante el
almacenamiento, se almacenaron las dosis a -80 °C por un periodo de tiempo mayor al
largo del ensayo in vivo (2 meses) y se realizé un conteo en placa.

Se considerd resistente a la liofilizacion, a las cepas que luego del periodo mantuvieron

el mismo orden de magnitud de células viables que cuando fueron almacenadas.

Diseno del ensayo in vivo para evaluar efectos de la
administracion crénica de la cepa LPB145

Para los ensayos in vivo, se disefid un cronograma experimental que incluyera el
adiestramiento de los animales, la administracién diaria de las cepas durante 28 dias, las

recolecciones de heces para el estudio de la microbiota y los ensayos comportamentales

(Figura 6).
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Figura 6: Cronograma de los 33 dias del ensayo in vivo. llustrado por Alejandro Rodriguez

Juele

Animales

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con la Ley Nacional de
Experimentacion Animal No 18.611 y de acuerdo a las normas éticas establecidas y
aprobadas por el Comité de Etica en el Uso de Animales del [IBCE, nimero de protocolo,
001/02/2020. Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el estrés de los
animales y utilizar el nimero minimo necesario para obtener resultados confiables y
reproducibles. Se utilizaron 24 ratas macho adultas de la cepa Wistar de 230-270 gr de

2 meses de edad, provenientes del Bioterio del IIBCE. Los animales fueron criados y
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alojados en cajas de 48.0 x 37.5 x 21.0 cm en grupos de 4 animales y mantenidos en
condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C), ciclo de luz-oscuridad (7:00 AM-
7:00 PM), con alimentacién y agua ad libitum.

Las ratas se separaron en jaulas segun el tratamiento (una jaula para animales tratados
con la suspension bacteriana y una jaula para animales control que recibieron solo
vehiculo estéril), 12 ratas por cada grupo, se midié el alimento y agua consumidos

diariamente y la viruta de la jaula fue cambiada cada tres dias.

Adiestramiento de los animales

Para este ensayo se decidid administrar la preparacién bacteriana de manera oral, en
forma activa y voluntaria (Tillmann & Wegener, 2018), ya que consideramos a la
alternativa de sondaje intragdstrico muy estresante durante un periodo de tiempo tan
largo, al punto de que podria llegar a afectar los ensayos comportamentales.

Para realizar la administracién oral de manera rutinaria, fue necesario, en una primera
instancia, un adiestramiento de cuatro dias. Inicialmente, los animales se sujetaron y se
administré de forma directa con la jeringa en la boca una dosis de 0,5 ml de leche
descremada reconstituida al 10% vy estéril para que aprendieran que la preparacién
bacteriana en leche se trataba de un alimento palatable (Figura 7A). Esto se repitio por
dos dias. Al tercero se administré la suspension desde la jaula cerrada para que el animal
se habituara a la jeringa y consumiera voluntariamente la preparacidon durante los
siguientes 28 dias del ensayo (Figura 7B).

Luego de cuatro dias de adiestramiento en la que se le administré Unicamente leche
reconstituida y estéril, los animales ya tomaban el producto voluntariamente de la

jeringa desde adentro de la jaula.

31



Figura 7: Adiestramiento de los animales para la administracién de la suspension
bacteriana. A: Adiestramiento durante los primeros dos dias; B: Administracién oral en
una rata ya adiestrada, consumiendo voluntariamente desde la jeringa (Bioterio de

ratas, IIBCE, Montevideo, Uruguay)

Administracion oral cronica de las cepas

Luego del cuarto dia del adiestramiento, el dia siguiente se considerd el dia 4 en nuestro
cronograma al comenzar a administrar las distintas preparaciones a los dos grupos. El
grupo control se le siguié administrando la misma dosis de leche reconstituida y estéril
gue se habia provisto en el adiestramiento, mientras que a los del grupo tratado, se les
comenz6 a administrar una dosis suspension bacteriana con 5 x 102 UFC diluida en 0,5
ml de leche. Asi se siguié durante 28 dias en los que diariamente se le administraba una
dosis a cada animal. La administracién fue realizada por el mismo experimentado

durante todo el periodo.

Ensayos comportamentales

Los ensayos comportamentales fueron llevados a cabo en el cuarto de experimentacién
del Departamento de Neurofarmacologia Experimental del IIBCE bajo condiciones de
temperatura y ciclo luz-oscuridad similares a las existentes en el bioterio. Los animales

fueron trasladados al cuarto de comportamiento 24 h antes de la realizacién de cada
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experimento y fueron siempre manipulados por el mismo experimentador para lograr
su correcta habituacién. Los ensayos comportamentales fueron realizados a lo largo de
dos dias. En el primer dia, se realizo el test de campo abierto, el laberinto en cruz elevado
y el pre-test del test de nado forzado. Al segundo dia se realizé el test de nado forzado.

Todos los test fueron realizados por el mismo experimentador entre las 9 y 14 horas.

Test de Campo Abierto (CA)

El CA es un modelo ampliamente utilizado para evaluar la actividad locomotora en un
plano horizontal (Archer, 1973; Montgomery et al., 1955). El sistema consiste en una
caja de 60 x 60 cm con paredes de acrilico de 40 cm de alto en la cual se deja al animal
por 10 minutos para que explore libremente y posee una cdmara de video colocada
encima del CA con la que se filma la conducta de los animales (Pellow & File, 1986) (Figura
8). Todos los animales realizaron Unicamente una vez el test y posteriormente a través
de programa de video-seguimiento Ethovision XT 7.0 (Noldus) se analizaron los videos y
se cuantificaron automaticamente los siguientes pardmetros: distancia recorrida total
(en centimetros como actividad locomotora) y tiempo de permanencia en el centro (en

segundos) en intervalos de 5 minutos y durante la totalidad del experimento.

Figura 8: llustracion grafica del test de campo abierto. llustrado por Alejandro Rodriguez

Juele

Laberinto en cruz elevado (LCE)

El LCE es un modelo de ansiedad experimental para roedores basado en las respuestas

no condicionales de estos animales hacia ambientes potencialmente peligrosos
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(Montgomery et al., 1955; Pellow & File, 1986). Este modelo se utiliza para observar el
efecto tipo-ansiolitico o tipo-ansiogénico de tratamientos.

El aparato esta constituido por dos brazos abiertos cruzados en dngulo recto por dos
brazos cerrados por paredes laterales (40 cm) que se extienden a partir de una
plataforma central de 10 x 10 cm y estd elevado a 50 cm del suelo (Figura 9). Dado que
los roedores tienen un miedo innato a los espacios abiertos y elevados, los brazos
abiertos combinan ambos estimulos aversivos (Lister et al., 1990).

Los animales fueron colocados en el centro del laberinto con su cabeza orientada hacia
un brazo cerrado. El tiempo de registro fue de 5 min durante los cuales se los dejé
explorar el ambiente libremente. Se cuantificaron por observacién directa los siguientes
parametros: 1) nimero de entradas a los brazos abiertos y cerrados; 2) tiempo de
permanencia en ambos brazos. Se consideré como criterio de entrada a un brazo, la
introduccion de las cuatro patas del animal dentro del mismo.

Ademas, se cuantificaron las siguientes conductas: 1) evaluacién de riesgo o risk
assessment (pardmetro que se cuantifica sobre el brazo cerrado y consiste en el
estiramiento del cuerpo del animal hacia el brazo abierto sin abandonar el brazo
cerrado); 2) hundimientos de cabeza o head dipping (conducta medida en el brazo
abierto cuando el animal explora fuera del margen del brazo en direccién al suelo) y 3)
la exploracién de final de brazo o end arm exploration (conducta en el brazo abierto
donde el animal llega al final del brazo abierto). La cuantificacion de estas conductas en
el LCE complementa las observaciones realizadas a partir de los pardmetros clasicos
(numero de entradas y tiempo en los brazos abiertos y cerrados) y colabora en la
caracterizacién del perfil ansioso/ansiolitico de los animales (Carobrez & Bertoglio,

2005; Rodgers et al., 1997; Weiss et al., 1998).

Test de Nado Forzado (TNF)

El TNF es un modelo que se basa en la observacién de roedores forzados a nadar
(situacidn de estrés inescapable). Luego de una etapa inicial de movimiento orientado a
escapar, desarrollan una postura inmovil (Porsolt et al., 1978; Porsolt et al., 2001).
Posteriormente, fue modificado (Detke et al., 1995; Lucki, 1997) y ha sido desde

entonces ampliamente utilizado por su capacidad de detectar tratamientos con
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propiedades tipo-antidepresivas. Consiste de un recipiente cilindrico de plastico con
paredes opacas que tiene 24 cm de didmetro y 50 cm de alto, profundidad del agua a 30

cm, y temperatura mantenida en 23-24 °C (Figura 10).

Figura 9: llustracion grafica del Laberinto en cruz elevado. llustrado por Alejandro

Rodriguez Juele

El ensayo consiste en dos sesiones de nado a lo largo de dos dias, comenzando con el
denominado pre-test, en el que los animales se dejaron en el recipiente con agua por 15
minutos, donde no se registran comportamientos. Luego se retiraron, se secaron y
fueron devueltos a la caja original. 24 horas después, se realiza la segunda sesién, donde
se dejé al animal en el recipiente por 5 minutos, en los cuales varios comportamientos
fueron registrados, estos son los tiempos de nado, inmovilidad y escalamiento, los
comportamientos fueron cuantificados por observacion directa y por dos observadores
simultaneamente.

El tiempo de nado es el tiempo en que el animal se mantiene activamente nadando,
desplazandose por el recipiente, mientras que la inmovilidad es la postura en la que el
animal se mantiene a flote realizando movimientos minimos. El escalamiento es un
comportamiento vigoroso en el que el animal intenta escapar del recipiente por las
paredes con un movimiento ascendente y las patas delanteras por encima de la linea del

agua (Cryan et al., 2002).
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Tratamientos con efectos tipo-antidepresivos, efectivos en la clinica, aumentan los
comportamientos activos orientados a escapar de la situacién (nado y escalamiento o
climbing) y disminuyen el tiempo de inmovilidad o comportamiento pasivo (Cryan et al.,
2005). Adicionalmente y de forma mads reciente, se ha descrito la sensibilidad de este
modelo para evidenciar respuestas comportamentales pro-depresivas, las que se
definen por un aumento en la inmovilidad y una disminucién del nado y escalamiento

(Lagos et al., 2011; Temel et al., 2007).

Figura 10: llustracion grafica del test de nado forzado. llustrado por Alejandro Rodriguez

Juele

Visualizacion y analisis estadistico de datos de ensayos
comportamentales

Los datos de los experimentos CA, LCE y TNF se presentan como mediana % error
estandar de la mediana. La comparacion de los resultados de los ensayos
comportamentales entre grupos se realizé mediante la prueba t de Student no pareada
(Valor de p establecido en 0,05). La significancia estadistica se establecié en P <0,05. Los
analisis estadisticos y los graficos se realizaron utilizando el software GraphPad V8.0

(software GraphPad Prism).
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Colecta de muestras de heces y extraccion de ADN bacteriano

Se recolectaron muestras de las heces de todos los animales durante tres momentos del
ensayo, (1) al comienzo del ensayo en el dia -4, antes de administrar la primera dosis de
leche estéril; (2) al dia 0 antes de administrar la primera dosis de preparacion bacteriana
y (3) al dia 28, durante la realizacidn del test de CA (Figura 6).

Para la recoleccién se dejo a las ratas en una caja limpiada profundamente con alcohol
70% hasta que defecara, ahi procedimos a retirar las heces con pinzas limpiadas
profundamente con alcohol 70% y dejamos las heces en tubos estériles de 2ml, las
muestras fueron almacenadas a -80 °C luego de su recoleccion.

La extracciéon de ADN bacteriano a partir de las heces extraidas se realizé utilizando el
kit comercial Quick-DNA Fecal/Soil Microbe MiniPrep Kit (Zymo Research, USA),
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante para muestras fecales. El paso de
disrupcion mecanica con perlas se realizd utilizando el equipo FastPrep-24™ (MP
Biomedicals, CA, USA) a 6 m/s por 40 s. La calidad y concentracién del ADN extraido se
analizé utilizando el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific Inc. Finlandia) y el producto final fue almacenado a -20 °C.

Secuenciacion masiva del gen del ARN ribosomal 16S y
procesamiento de datos

Las comunidades bacterianas de la microbiota intestinal de los animales se analizaron
mediante secuenciacion masiva de la regién V4 del gen rADN 16S, a partir delADN
extraido previamente.

Esta se realizd en el Centro de Gendmica de la Universidad de Minnesota (Minneapolis,
EE. UU.), con una plataforma lllumina MiSeq para generar lecturas pareadas de 300
bases de longitud. Los datos generados fueron procesados con el paquete de R Divisive
Amplicon Denoising Algorithm 2 (dada2) (Callahan, Sankaran, et al., 2016a), siguiendo
el pipeline presentado en el repositorio de GitHub (https://benjjnn.g.gubub.io/dada2) y

por Callahan y colavoradores (2016b).
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Las lecturas se recortaron y filtraron utilizando parametros predeterminados con
truncLen=c (230,200) y trimleft=10. Luego, se fusionaron los reads pareados.
Posteriormente, se obtuvieron las secuencias representativas de cada ASV (por las siglas
en inglés de "Amplicon Sequence Variant") y se eliminaron las quimeras. La asignacion
taxondmica de las ASVs representativas se realizd empleando la base de datos
SILVA_138 para las secuencias con una identidad de secuencias del 99%. Se eliminaron
los ASV con menos de 10 lecturas en total y los reads pertenecientes a mitocondrias,
cloroplastos y eucariotas se excluyeron empleando el paquete “phyloseq” versién 1.28.0
(McMurdie & Holmes, 2013), mediante la funcidn “subset_taxa”.

Se utiliz6 DECIPHER para realizar multiples alineaciones de secuencias (Wright, 2015) y
phangorn (Schliep, 2011) para construir un arbol filogenético con los parametros

recomendados por Calahan y colaboradores (Callahan, et al., 2016b).

Visualizacion y analisis estadistico de datos de secuenciacion

Para analizar los datos de secuenciacién, se utilizaron los paquetes R phyloseq
(McMurdie & Holmes, 2013) y ampvis2.

Los recuentos se normalizaron calculando las abundancias relativas de cada ASV en cada
muestra para su posterior analisis. Con los recuentos normalizados, se calcularon
matrices de distancia utilizando los métodos de Jaccard (presencia/ausencia), Bray-
Curtis (abundancia), UniFrac (relacion filogenética) y Weighted-UniFrac (relaciéon
filogenética ponderada por abundancia), y se realizé un escalamiento multidimensional
no métrico (NMDS) cono método exploratorio para analizar la distribuciéon de las
muestras. Los parametros de diversidad alfa se calcularon utilizando la funciéon de
estimate_richness, implementada en phyloseq con funciones del paquete vegan
(Oksanen et al., 2015). Los pardmetros de diversidad alfa calculados de los grupos
tratados se compararon con el grupo de control utilizando una prueba de Kruskal-Wallis
(valor de p establecido en 0,05). Para evaluar el efecto del tratamiento y el dia sobre la
comunidad bacteriana, se analizo la diversidad beta a través de un analisis de varianza
multivariado con permutaciones (PERMANOVA) con la funcién adonis (paquete vegan)

utilizando matrices de distancias de Bray-Curtis (matriz~Tratamiento y matriz~Tiempo).
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Luego, se realizaron comparaciones entre el grupo control y el tratato en cada dia de
muestreo por separado (valor de p establecido en 0,05). Se empled también la funcién
“betadisper” para evaluar homogeneidad de varianza (Anderson et al.,, 2006)
comparando las distancias de las muestras individuales a los centroides de grupo en el
espacio multidimensional utilizando "permutest". Las diferencias entre las abundancias
relativas de las diferentes ASV se examinaron utilizando el software DESeqg2 (Love et al.,
2014). El umbral para los valores ajustados p por tasa de descubrimiento falso (FDR) se
establecié en 0,1 (predeterminado).

Para analizar las relaciones filogenéticas entre los ASV secuenciadas y la cepa LPB145 se
realizd un arbol de maxima verosimilitud (Tamura et al., 1993) utilizando las secuencias
obtenidas, y una secuencia de 16S de LPB145 obtenida en estudios previos (Lozano et
al., 2019). Se utilizé un valor de bootstrap de 500 réplicas y un modelo de sustitucion de

Kimura de 2 pardmetros.
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Capitulo 1: Caracterizacion in vitro de cepas
aisladas de SFN

Objetivos especificos

e Caracterizar una coleccidén de cepas de lactobacilos aisladas de suero fermento
naturales de cinco queserias artesanales uruguayas.

e Evaluar su potencial probidtico mediante ensayos in vitro.

Resultados

Adhesion a mucus

Las distintas cepas mostraron una capacidad similar para adherirse al mucus. El rango
de porcentajes de las bacterias inoculadas que se adhirieron al mucus de las placas del

ensayo varié del 1 al 7 % (Tabla 2).

40



Produccién de GABA
% de Adhesién a mucus  Formacion de biofilms  Screening produccion de

Cepa Identidad por UHPLC-MS
inmovilizado (A (®) GABA ©
(mM)©)

16 Género Lcb 1.58 £ 0.60 No formadoras No productoras 0,87 +0,34
17A Género Lch 391+1.67 Formacién media No productoras 0,8+0,36
17B Género Lcb 1.98 +0.49 No formadoras No productoras 0,63+0,22
19A Género Lcb 1.12+0.72 No formadoras No productoras 0,78 +0,33
117 Género Lcb 4.45+2.01 Formacion baja No productoras 0,95+ 1,05

119A Género Lpb 3.59+0.92 No formadoras Produccion media 0,99 +0,33

1198 Género Lpb 6.12 + 4.45 No formadoras Produccion media 35,23 + 23,03
121 Género Lpb 2.97 £1.53 Formacion baja Produccién baja 37,68 + 15,79
132B Género Lpb 5.01+1.18 No formadoras Produccién baja 36,67 +12,89
140 Género Lcb 7.19+3.38 Formacion baja Produccidn baja 34,16 £ 21,14
142A Género Lpb 5.32+1.21 Formacion baja No productoras 13,06 £ 4,25
143 Género Lpb 2.82+0.85 Formacion alta Produccién baja 13,38 +4,13
145 Género Lpb 3.72+1.04 Formacién media No productoras 51,82 +13,53
146 Género Lpb 4.61+0.77 Formacion media No productoras 9,76 £ 0,45

147 Género Lpb 4.00+1.10 No formadoras No productoras 14,28 + 3,52
148 Género Lpb 2.46 £ 0.46 No formadoras Produccién media 39,41 £8,21
149A Género Lpb 2.80+0.8 Formacion baja Produccién media 40,37 £ 14,24
149B Género Lpb 462+29 No formadoras Produccién media 40,31 + 16,65
150 Género Lpb 2.41+0.93 No formadoras Produccién media 44,34 +22,17
153 Género Lpb 3.49 £2.57 No formadoras Produccién media 36,44 + 8,85
155 Género Lpb 3.15+0.95 No formadoras Producciéon media 38,02 +12,5
162A Género Lpb 2.70+£0.79 No formadoras Produccién media 34,93+11,71
162B Género Lpb 2.64+1.74 No formadoras Produccién media 36,08 + 13,42
164B Género Lpb 2.37+£0.89 No formadoras Producciéon media 38,7+12,97
165 Género Lpb 2.93+0.9 No formadoras Produccién media 36,1+17,96

Tabla 2: Resultados de los ensayos de caracterizacion in vitro de la coleccién de cepas.

(A El porcentaje de adhesién se calculé como la relacién entre bacterias adheridas y él in6culo inicial. Resultados
presentados como promedio * desviacion estandar.

() Formacion de biofilms de acuerdo a la escala establecida por Lebeer et al., 2008.

(© Produccién de gas en el ensayo de screening de produccion de GABA.

P)Produccién de GABA analizado por UHPLC-MS (mM).
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Formacion de biofilms

Se observd una capacidad variable en la formacién de biofilms estaticos entre las
distintas cepas (Tabla 2).

La formacién de biofilm resulté predominantemente baja o mediasegun los pardmetros
establecidos por Stefanovic y colabordores, a la vez que otras cepas fueron no

formadoras. Solo una cepa (143, Género Lpb) fue altamente formadora de biofilm.

Screening semicuantitativo de produccion de GABA

Este método de screening permitié realizar un analisis rdpido, econdémico vy
semicuantitativo de la producciéon de GABA por parte de la coleccién de cepas. Se pudo
percibir la diferencia en la produccion de gas entre las cepas de los géneros Lcb y Lpb,

siendo las cepas del género Lpb las mayores productoras, mientras que las cepas del

grupo Lcb no produjeron gas (Figura 11).

Figura 11: Produccién de gas tras el ensayo de screening de produccién de GABA, A)
Cultivo de cepa con produccién baja; B) Cultivo de cepa con producciéon media. La flecha

indica la burbuja de gas generada.
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Cuantificacion de la produccion de GABA por UHPLC-MS

Las cepas mostraron una alta variabilidad en la produccién extracelular de GABA por
UHPLC-MS (Figura 12), llegando en algunos casos a diferencias de dos drdenes de
magnitud entre ellas. El valor mas bajo de produccidon de GABA a las 24 h de incubacién
se obtuvo para la cepa 16 con una concentracion de GABA de 0,14 uM y el nivel mds alto
se obtuvo para la cepa 149A con una produccidon de 13,18 uM. A las 48 h, la menor
productora fue la cepa 17B (0,40 uM) y la mayor productora fue la cepa 145 con una
concentracion de GABA de 51,82 uM (Figura 13A).

Se pudieron distinguir tres grupos distintos de cepas de acuerdo a su produccion de
GABA a las 48 h (Figura 13). Las cepas del grupo Lcb mostraron la produccidén mds baja,
mientras que las cepas del grupo Lpb se pudieron separar en dos grupos distintos, baja
produccién y alta produccién (Figura 13B).

En todas las cepas del grupo Lpb. se observé un aumento (p < 0.05 test de Mann-

Whitney) en la concentracion de GABA entre 24 y 48 horas de cultivo (Figura 13C).

Seleccion de la cepa candidata

El andlisis en conjunto de todos los resultados de la caracterizacion in vitro de las cepas,
junto a los estudios previos (Lozano et al., 2022) llevo a la seleccién de tres cepas
candidatas para su uso en ensayos in vivo.

Asi se seleccioné la cepa 145, por ser la mayor productora de GABA ademas de poseer
una capacidad de adhesion a mucus por encima del promedio de las cepas, y capacidad
de resistir ambientes similares al tracto gastrointestinal.

Para facilitar su nomenclatura a futuro, se renombré la cepa seleccionada como LPB145.
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24 horas (Medio) y 48 horas (Abajo).
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Figura 13: A) Sintesis de GABA extracelular por las cepas a las 24 (barras grises) y
48(barras negras) horas, resultados presentados como promedio + desviacion estandar.
B) Produccién de GABA entre las 24 y 48 horas dentro de cada grupo, (*) indica
diferencias significativas (p < 0.05 test de Mann-Whitney). C) Produccién de GABA entre
los diferentes grupos a las 24 and 48 horas (*) indica diferencias significativas (p < 0.05

test de Mann-Whitney).
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Liofilizacion de la cepa candidata

La cepa candidata fue capaz de resistir las condiciones descritas para el proceso de
liofilizacién. Se formularon dosis de LPB145. Se formularon dosis de las cepas candidatas
en leche descremada reconstituida, idénticas a las que luego se utilizaron en los ensayos
in vivo y se almacenaron a -80°C. Luego de 36 dias de almacenamiento del producto
liofilizado, la formulacion de las dosis continuaba teniendo la misma viabilidad
bacteriana en comparacion con el dia 0, medida en base a las UFC/ml de las distintas

suspensiones (Tabla 3).

Cepa Viabilidad bacteriana - dia 0 Viabilidad bacteriana - dia 36
(UFC/ml) (UFC/ml)
LPB145 3.5x10° 8.3x10°

Tabla 3: Concentracion de bacterias (UFC/ml) de las suspensiones liofilizadas medida por

recuento en placa en el dia 0 y después de 36 dias de almacenamiento a -80 °C.

Discusion

En este capitulo se evalud la capacidad de adhesiéon a mucus y formacion de biofilm, de
forma de expandir el andlisis del potencial probidtico de cepas caracterizadas
previamente (Lozano et al., 2022).

La capacidad de adhesién in vitro a mucus, ha sido utilizado para predecir el
comportamiento de la bacteria en la luz intestinal. En este trabajo, el porcentaje de
adhesion fue menor al encontrado en otros trabajos similares (Fernandez et al., 2018;
Ouwehand et al., 1999; Sugimura et al., 2011), pero no se descarta que las cepas
administradas puedan ejercer su efecto benéfico durante su paso por el TGl mientras
dure el periodo de administracion oral. Este resultado podria ser esperable, ya que las
cepas evaluadas no provienen del TGIl. Consideramos que este resultado podria no
afectar el efecto deseado de las cepas en el hospedero como posibles probidticos si se
mantiene su administracién en el tiempo (van Tassell & Miller, 2011;Wang et al., 2021).

En cuanto a la formacién de biofilms se vio una relativamente baja produccién entre

todas las cepas, con unas pocas excepciones. Estos resultados se podrian explicar por el
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origen de las cepas, puesto que en el suero fermento natural es un medio liquido donde
las bacterias estan libres, y justamente las formadoras de biofilm son las que forman el
cuajo que posteriormente, luego de cortado y secado, dard lugar al queso para consumo.
Otra razon podria ser el medio utilizado para el ensayo, el mTSB Puede ser el medio no
indicado para el analisis de la produccién de biofilms en esta coleccién de cepas,
estudios indican que para que distintas cepas de lactobacilos, se necesitan niveles
nutricionales variados para la formacién de biofilms (Lebeer et al., 2007, 2011). Como
perspectiva, seria de gran interés evaluar distintos medios de cultivo con menor
disponibilidad de nutrientes para promover las condiciones para el desarrollo de
biofilms.

Para verificar la actividad del operdn gad, que codifica a la enzima GadB en nuestra
coleccién de cepas, inicialmente se puso a punto una técnica de screening
semicuantitativo de produccion de GABA basada en la propuesta por Wu vy
colaboradores (Wu et al., 2015). En dicho ensayo se vio que las cepas del género Lcb
mostraron una produccién de GABA casi nula, mientras que entre los miembros del
género Lpb se observé mayor variabilidad en la produccién. Debido a la naturaleza de
screening semicuantitativo de este ensayo, basada en la produccién de gas, procedimos
a confirmar y cuantificar la produccién de GABA. Cabe destacar la sencillez y rapidez del
ensayo, el cual solo requiere de materiales bdsicos de microbiologia clasica, aunque
comparandolo con una metodologia precisa de cuantificaciéon, como lo es el UHPLC-MS,
los resultados se correspondieron solo parcialmente, varias cepas del grupo Lpb de alta
produccién mostraron una produccion de gas baja o nula, entre ellas, la cepa que mas
adelante se utilizé para la realizacidn de los ensayos in vivo.

La produccion de GABA extracelular fue confirmada y cuantificada por UHPLC-MS. Las
cepas del género Lpb mostraron una produccion de GABA significativamente mayor que
las cepas del género Lcb. Estos resultados concuerdan con estudios previos que reportan
gue varias cepas del género Lpb son utilizadas como productoras de GABA para la
formulacion de alimentos funcionales (Sarasa et al., 2020; Shan et al.,, 2015). Una
observacion interesante fue la uniformidad de la produccidon de GABA a las 24 h en el
género Lpb, mientras que, a las 48 h, un grupo de 15 cepas del género Lpb (75% de las
cepas analizadas de este género) mostrd una produccion significativamente mayor que

el resto de cepas pertenecientes a este género. Este cambio, solo observado a las 48 h,
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podria explicarse por la naturaleza del operdn gad, que se activa cuando el acido lactico
de la fermentacién comienza a acumularse y el pH del medio desciende (Feehily &
Karatzas, 2013). Sin embargo, las cepas caracterizadas como productoras bajas de GABA
no deben subestimarse, ya que se ha informado en otros estudios que cepas similares
podrian producir GABA en diferentes condiciones experimentales. Por ejemplo, la falta
de piridoxal-5-fosfato ha demostrado ser una limitacién en ensayos similares porque
funciona como cofactor esencial para ciertas cepas de lactobacilos (Kawee-ai &
Seesuriyachan, 2019; Komatsuzaki et al., 2005; Wu & Shah, 2015).

En el proceso de seleccion se analizaron todas las caracteristicas estudiadas durante la
caracterizacion in vitro, incluida la resistencia al proceso de liofilizacién, aunque se
ponderd particularmente la produccién de GABA. También se prestd especial
importancia a la adhesidn a mucus intestinal, ya que, para cumplir su funcién, es
deseable que las células bacterianas se adhieran a las paredes intestinales del
hospedero.

En conjunto, estos resultados mostraron que los lactobacilos dentro de la comunidad de
iniciadores de suero natural de la industria del queso artesanal tienen el potencial de
ser probidticos eficientes, con beneficios adicionales como la producciéon de compuestos
bioactivos como GABA. Por ello se decidié continuar con la caracterizacién de una cepa
seleccionada del grupo Lpb de alta produccién (LPB145) para esclarecer su potencial
probidtico en ensayos in vivo de administraciéon crénica y analizar efectos

comportamentales de este tratamiento en animales de laboratorio.
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Capitulo 2: Caracterizacion de la actividad
probidtica de la cepa LPB145

Objetivos especificos

e Caracterizar los efectos comportamentales en ratas inducidos por la
administracion crénica de wuna cepa del género Lactiplantibacillus
potencialmente probidtica y productora de GABA.

e Estudiar el impacto de este tratamiento en la microbiota intestinal

Resultados

Dosis, adiestramiento de los animales y administracion oral
crdnica de la cepa LPB145

Se formularon las dosis con la cepa seleccionada LPB145 y para cada ensayo se
prepararon 125 dosis (estrictamente se necesitaban 114). Se realizaron recuentos en
placa de algunas dosis al azar (n = 4), que dieron lugar a valores entre 2x108 y 9x108 UFC
por dosis de 0,5 ml.

El adiestramiento de las ratas 4 dias antes del comienzo del ensayo fue exitoso, ya que

se logro desarrollar un protocolo de administracion atraumatico para los animales.

49



Comportamientos asociados a la administracion de LPB145

Con el fin de analizar los efectos comportamentales del tratamiento, se realizd la
caracterizacion del efecto de la administracién crénica de la cepa LPB145 en la actividad
locomotora y los efectos tipo-ansioliticos y tipo-antidepresivos.

A grandes rasgos, los resultados obtenidos mostraron que la administracidn crénica de
la cepa LPB145 productora de GABA indujo un efecto tipo-antidepresivo en los animales
sometidos al TNF, pero no se observd efecto tipo-ansiolitico evaluado en el LCE.

En primer lugar, cabe destacar que no hubo diferencias en la actividad locomotora
evaluada mediante el test de CA. Cambios en esta actividad podrian influir en los
consiguientes test comportamentales que se basan en diferencias de distintos patrones
locomotores, y, por lo tanto, cambiarian la interpretacion del resto de los resultados. No
existieron diferencias significativas en la actividad locomotora entre los animales
tratados y el control, tanto durante los 10 minutos completos del test (p=0,768, test t
de Student), asi como en los intervalos de 5 minutos (0-5 minutos, p= 0,9743; 5-10
minutos, p= 0,599, test t de Student) (Figura 14 A-C).

Otro aspecto a observar en el test del CA es el tiempo en el centro. En este caso se vio
una tendencia en el aumento del tiempo de permanencia de las ratas tratadas en el
centro del CA, aunque la diferencia no fue significativa (p= 0,3032, test t de Student).
Esto podria indicar un posible efecto tipo-ansiolitico, ya que el animal se siente mas
expuesto en el centro del campo, aunque para verificarlo, es necesaria la realizacion de
mas test comportamentales como el LCE, el cual da una visién mucho mas clara de este
tipo de efectos para un tratamiento (Figura 14 D-F).

Continuando con esta linea, en el LCE se vio que el tratamiento no generd cambios
significativos en cuanto a las salidas a los brazos abiertos ni con el tiempo que pasaron
alli. Este resultado, junto con el numero de salidas totales sin diferencias significativas
entre tratamientos, indica que no hubo efectos sobre la ansiedad experimental en este

modelo (Figura 15 A-D).
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Figura 14: Efectos comportamentales del tratamiento con LPB145 evaluados en el CA.
Las barras representan la media + SEM de la distancia recorrida en distintos intervalos
de tiempo (A-C) y el tiempo de permanencia en el centro del CA (D-F) en los mismos

intervalos de tiempo. Prueba t de Student; n = 12 por grupo.

En el mismo sentido, no se vio un aumento de los comportamientos que se evaluan en
los brazos abiertos, como son el head dipping vy las llegadas al final del brazo. Tampoco
se vieron diferencias en los comportamientos de los brazos cerrados como los risk
assessment. Estos resultados apoyan la ausencia de efectos tipo-ansioliticos sobre el
comportamiento de las ratas (Figura 15 E-G).

Por ultimo, se realizé el TNF, en el cual se analizan los efectos del tratamiento sobre la
depresion experimental. En este ensayo se analizan tres comportamientos, dos activos,

como él nado y el climbing y uno pasivo, como la inmovilidad.
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Figura 15: Efectos comportamentales del tratamiento con LPB145 evaluados en el LCE.
Las barras representan la media +SEM del porcentaje de entradas en los Brazos abiertos
y cerrados (A y B respectivamente) y el porcentaje de tiempo de permanencia en los
Brazos abiertos y cerrados (C y D), los comportamientos complementarios se

representan como recuentos medios + SEM (E-G). Prueba t de Student; n = 12 por grupo.

En este ensayo si se vieron cambios significativos en la inmovilidad, la cual fue menor en
las ratas tratadas con respecto al control (P=0,0256 test t de Student). Esta disminucién
es causada por un aumento en la actividad, medido por el tiempo de climbing y nado,
aungue ninguno de estos comportamientos fue significativamente mayor en el grupo

tratado que en el control (Figura 16).
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Figura 16: Efectos comportamentales del tratamiento con LPB145 evaluados en el TNF.
Las barras representan la media + SEM del tiempo dedicado a las conductas de
inmovilidad, natacién o escalada. * = P < 0,05, en relacion con el grupo de control,

prueba t de Student, n=12 por grupo.

Efecto del tratamiento con LPB145 sobre la composicion
microbiana fecal

La microbiota fecal de las ratas se caracterizo por medio de la secuenciacién de la region
V4 del rADN bacteriano 16S. Después de filtrar por calidad y tamafio y eliminar
singletons y quimeras, se retuvo el 69,8% de las lecturas iniciales, dejando un promedio
de (64006 +25104) lecturas por muestra. Después de la eliminacién de ASV de recuento
bajo (ASV con menos de 10 lecturas totales), se definieron 3265 ASV diferentes. Cerca
de un tercio de los ASV (35,6%) no pudieron clasificarse a nivel de género. La
composicidn taxondmica a nivel de filo revelé que los filos mas abundantes fueron
Bacillota y Bacteroidota que juntos representaron el 87,7% de la microbiota bacteriana
total. La abundancia de estos filos se mantuvo constante en cada grupo a lo largo del
tiempo (P > 0,05, prueba de Mann-Whitney) (Figura 17). Cabe destacar que hubo un
renombramiento en todos los nombres de los filos bacterianos y los géneros que

previamente eran Lactobacillus.
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Figura 17: Abundancia relativa de filos bacterianos a lo largo del tiempo en cada grupo
experimental. Se presenta la abundancia relativa de los filos mas abundantes (mds de
2%) en los tres momentos de muestreo diferentes. Los datos se presentan por
tratamiento (referencia en la parte superior) y momento de muestreo (referencia en la

parte inferior).

Si estudiamos a nivel de género vemos que aquellos mdas abundantes fueron
Lactobacillus, Rombustia, Prevotellaceae, Ligilactobacillus, Alloprevotella y Turicibacter,
y en esta escala filogenética tampoco se encontraron diferencias significativas entre

grupo tratado y control (Figura 18).

54



Relative abundance (genus)

Control LPB145

Lactobacillus- | 14.9 137 137 14.8 126 14.5

Romboutsia- 66 6.3 78 82 6.2 diF

Prevotellaceae NK3B31 group- 7.1 78 56 6.5 6.6 58
Ligilactobacillus- 54 52 3 6.4 74 35
Alloprevotella- 4.2 48 36 31 36 34

Turicibacter- 1.8 1.2 33 32 29 33

Prevotella_9- 3 28 27 25 27 24

Prevotellaceae UCG-003- 21 2.4 24 24 2.1 1.9
Lachnospiraceae NK4A136 group- 1.8 2.1 1.9 2.1 25 21
Ruminococcus- 15 18 2.1 2 24 24

Quinella- 25 22 2 15 2 1.7

Rikenellaceae RC9 gut group- 16 1.8 2.1 18 2.1 19
Treponema- 1 21 11 26 2.1 1.2

Clostridium sensu stricto 1- 15 06 09 2.7 2 2.1
HT002- 1.6 2 15 21 1.5 1.2

Bacteroides- 1.4 1.3 1.7 1.7 1.2 13

Allobaculum- 2.4 1.2 1 14 1.2 1

UCG-005- 12 13 16 1.2 08 21

Roseburia- 5 2 08 1 11 14

Helicobacter- 0.7 0.8 24 04 1.1 08

-4 1 28 4 1 28

Figura 18: Abundancia relativa de géneros bacterianos a lo largo del tiempo. Se presenta
la abundancia relativa de los 20 géneros mas abundantes en los tres momentos de
muestreo diferentes. Los datos se presentan por tratamiento (referencia en la parte

superior) y momento de muestreo (referencia en la parte inferior).

Los graficos NMDS fueron construidos utilizando diferentes métodos de calculo de
distancias utilizando parametros de diversidad beta (Figura 19), para analizar la
distribucidn de las muestras.

La diversidad alfa se calculd6 mediante los indices de Riqueza, Shannon, Simpson vy
Equitatividad, los cuales se calcularon y analizaron como descriptores de la comunidad
microbiana (Figura 20). No hubo diferencias significativas en la riqueza, ni en ninguno

de los indices entre los grupos tratados y el grupo control en ninguno de los tiempos.
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Figura 19: Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de diferentes matrices de

distancias de disimilitud. Los diferentes colores representan los diferentes tratamientos

y las diferentes formas representan el tiempo de muestreo.
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Figura 20: Indices de diversidad alfa (Riqueza, Shannon, Simpson y Equidad) en cada

momento de muestreo (Dias 0, 4 y 32) El grupo tratado se comparé con el grupo control

mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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Se utiliz6 PERMANOVA para evaluar diferencias estructurales generales en las
comunidades. La matriz de distancia utilizada para el modelo matriz~Tratamiento y
matriz~Tiempo para la comparacién de tratamientos y tiempos respectivamente, fueron
calculadas con el método de Bray-Curtis. Posteriormente, los datos se separaron por dia
para comparar de forma pareada las comunidades bacterianas del grupo tratado con el
grupo control en cada momento (dia 0, 4, 32). La comparacion en los dias 0 y 4 (previo
al tratamiento) se realizé para determinar que ambos grupos comenzaron el periodo de
administraciéon con comunidades similares. No se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos en ningun punto de muestreo (Tabla 3). Luego se realizd una
comparacion en cada grupo experimental para ver qué diferencias estructurales hubo

entre los distintos tiempos analizados.

Tabla 3. Comparaciones pareadas con PERMANQOVA, parametros del modelo y p-valor de test de
homogeneidad

Variable
CctJmpara_lci()n de Tiempo F. model R2 p-value permutest
ratamientos
LPB145 vs Control Dia 0 1.286 0.048 0.7 0.155
LPB145 vs Control Dia 4 1.274 0.047 0.154 0.99
LPB145 vs Control Dia 32 1015 0.036 0413 0.9201
Variable
Comparacic')n de Tratamiento F. model R2 p-value permutest
tiempos
Dia O vs dia 4 Control 1.225 0.048 0.293 0.388
Dia 4 vs dia 32 Control 1.757 0.063 0.109 0.6763
Dia 0 vs dia 32 Control 2.558 0.08 0.02 0,127
DiaOvsdia4 LPB145 1.293 0.033 0.259 0.745
Dia 4 vs dia 32 LPB145 1.766 0.056 0.083 0.755
Dia 0 vs dia 32 LPB145 2.156 0.06 0.046 0.650

Variable: Variables explicativas utilizadas para el analisis PERMANOVA de comunidades bacterianas y su
importancia (matriz~Tratamiento para la comparacion de tiempos y matriz~Tiempo para la comparacion de
tratamientos); el p-valor se establecio en <0,05 para lograr significancia estadistica.
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Abundancias diferenciales de ASV inducidas por la
administracion de LPB145

La abundancia diferencial de ASV especificos, se infirié utilizando la herramienta DESeq2
para evaluar cambios especificos en la comunidad bacteriana, asociados con el
tratamiento (Figura 21).

Se observaron varios cambios en la composicién microbiana entre los grupos tratados y
control al final del tratamiento (dia 32) (valores de p ajustados < 0,10). ASV
pertenecientes a los géneros Bifidobacterium, Alistipes, Fusicatenibacter y Roseburia

fueron significativamente mas abundantes en el grupo tratado (Figura 22).

LPB145 vs Control, dia 32

Desulfovibrionaceae NA_Seq898- |
Muribaculaceae_NA_Seq581 - I
Muribaculaceae_NA_Seq549 - |

Incertae Sedis_Seq377 -

Roseburia_Seq852 - Tratamiento
Lachnospiraceae UCG-001_Seqg531 =
d ->ed Control
Kurthia_Seq563 -
Oscillospiraceae_NA_Seq674 - LPB145

Shuttleworthia_Seq514 -
Lachnospiraceae_NA_Seq506 -
Bifidobacterium_Seq305 =
Muribaculaceae_NA_Seq559 -
Bifidobacterium_Seq297 -
Bacteroides_Seq648 -
Staphylococcus_Seq582 =
Alistipes_Seq519 -
Marvinbryantia_Seq284 -
Marvinbryantia_Seq255 -
Bifidobacterium_Seq87 =
Bifidobacterium_Seq94 -
Fusicatenibacter_Seq624 -
Fusicatenibacter_Seq706 -
Roseburia_Seq1011 =
Lachnospiraceae_NA_Seq792 -
[Eubacterium] siraeum group_Seq453 -

-25 0 25 50
log; FeldChange

Figura 21: Abundancias diferenciales de ASV entre los grupos tratados con LPB145 y el
grupo control. Un valor negativo de log2 FoldChange significa una abundancia
significativamente mayor en el grupo de control para ese ASV. Los nombres de ASV se
presentan con el género asignado. Cuando no habia disponible ningin nombre de

género, se presenta la familia asignada seguida de “NA” y el nombre de la ASV.
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Figura 22: Relaciones filogenéticas entre la cepa LPB145 y ASV pertenecientes al género
lactobacilos. Las secuencias alineadas se analizaron con el método de Madxima
Verosimilitud y los valores de bootstrap (500 réplicas), utilizando un modelo de
sustitucion de Kimura de 2 parametros.
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No se encontraron diferencias en la abundancia relativa de ASV relacionados con el
género lactobacilos, al que pertenece LPB145, particularmente la ASV asignada el
nombre Seq2091 en este trabajo, la cual posee un 99% de homologia con la secuencia

16S de la cepa LPB145 (Figura 22).

Discusidn

El protocolo de administracion oral de la cepa bacteriana y del vehiculo (control),
propuesta por Tillman y colaboradores (Tillmann & Wegener, 2018), se pudo realizar con
éxito en este estudio. Esta forma de administracién tiene ventajas con respecto a la
administracién con sonda intragdstrica, ya que el animal no sufre de manera fisica tanto
al sacarlo de la jaula, asi como por la sujecidn y el posible trauma por la insercién
repetida de la via rigida que se emplean la maniobra. Este método permitié la
administracion de dosis precisas, evitando el uso d e estrategias estresantes que
potencialmente podrian modificar los resultados comportamentales, provocando un
efecto que seria dificil descifrar.

El consumo de la cepa LPB145 redujo significativamente la inmovilidad en el test de nado
forzado. En este test, la inmovilidad revela en las ratas un estado comparable a Ila
depresién (Yunes et al., 2020). Estos resultados fueron validados por el test de campo
abierto, donde no se vieron diferencias significativas entre la actividad locomotora de
los dos grupos experimentales. Por lo tanto, el efecto de tipo antidepresivo observado
en la TNF es probablemente especifico y no esta relacionado con la estimulacion de la
actividad motora general.

Este tipo de resultados donde disminuye la inmovilidad en el grupo tratado es
caracteristico de tratamientos con drogas antidepresivas tanto inhibidores de la
recaptacion de serotonina, asi como inhibidores de la recaptacién de norepinefrina
(Cyran et al., 2005), por lo cual, los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento
cronico de esta cepa potencialmente probidticas, productora de GABA tuvo efectos tipo-
antidepresivos.

Se han informado resultados similares cuando se usaron otros tipos de bacterias aisladas

de alimentos fermentados. Por ejemplo, la cepa Lactiplantibacillus plantarum R6-3
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aislada de Sayram Ketteki, un yogur fermentado natural tradicional chino, mostré un
claro efecto antidepresivo en un modelo de depresién inducida por estrés leve créonico
impredecible en ratones (Zhao et al., 2023). Este campo de investigacion presenta un
escenario atractivo para el desarrollo de alimentos funcionales naturales con posibles
efectos en la salud, incluyendo aspectos vinculados con la salud mental.

También se evalud un posible efecto tipo ansiolitico asociado con la administracion de
LPB145 utilizando los modelos LCE y CA (Kraeuter et al., 2019). Sin embargo, en este
caso no se observaron efectos sobre los comportamientos asociados a la ansiedad
experimental en ninguno de los dos ensayos. Diferentes causas se pueden atribuir a este
resultado. Una podria ser la cantidad de GABA liberado, el cual puede no haber sido
suficiente para generar un efecto tipo ansiolitico. De todas formas, para descartar un
posible efecto tipo-ansiolitico del tratamiento con LPB145, seria necesario realizar
estudios en animales estresados bajo modelos experimentales como los planteados en
el modelo de separacion maternal y el modelo de estrés cronico impredecible (Lezak et
al., 2017).

Se ha constatado que la administracion de bacterias productoras de GABA puede inducir
un efecto tipo antidepresivos en roedores. Diversos estudios realizados probaron que
bacterias productoras de GABA inducen un efecto de tipo antidepresivo en ensayos
similares al que se describe en este trabajo (Ko et al., 2013; Yunes et al., 2020).

Los mecanismos subyacentes a los efectos del GABA producido por bacterias en el
sistema nervioso central aun no se han dilucidado. En base a la literatura y en particular
a nuestros resultados, podriamos sugerir que el GABA de origen bacteriano también
podria tener efectos sobre el sistema nervioso. Aunque tradicionalmente se ha
considerado que el GABA no puede atravesar la barrera hematoencefalica (Kakee et al.,
2001), diversos estudios han reportado efectos asociados a su administracion oral. Es
probable que su influencia se ejerza también a través del nervio vago, el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal o el sistema nervioso entérico, asi como cambios en
miembros especificos de la microbiota especificos en el intestino (Bravo et al., 2011; Gao

et al., 2023).
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Para evaluar el papel de la Ml en estos procesos, se analizo la comunidad bacteriana de
las heces de cada animal (del grupo control y el tratado) a través de la secuenciacién del
gen ribosomal 16S de las heces de rata a lo largo del periodo experimental.

Bacillota fue el filo mas abundante y lactobacilos fue el género mas abundante en ambos
grupos experimentales a lo largo del ensayo. Hallazgos similares se han reportado en
estudios sobre la microbiota de ratas sanas (Garcia-Legorreta et al., 2020). Los indices
de diversidad alfa no se vieron afectados entre los tratamientos, por lo que la
administracién de la cepa de interés no generd un impacto deletéreo en la diversidad
de la comunidad. Resultados similares se observaron en graficos exploratorios donde no
se vio ningun patrén de distribucién espacial en analisis multidimensional NMDS. Con el
fin de analizar otras diferencias en la composicidn de las poblaciones bacterianas entre
tratamientos, evaluamos la diversidad beta usando PERMANOVA, pero no hubo
diferencias significativas entre los grupos experimentales (dia 32). Por otro lado, se
determiné que el periodo de adaptacidon con la administracién oral del vehiculo no
afectd significativamente la microbiota (0 vs 4), pero si se observaron diferencias entre
los tiempos 0y 32 en ambos grupos, implicando que hubo cambios en |la microbiota a lo
largo del periodo experimental. Estas diferencias podrian estar dadas por el desarrollo
natural hacia un microbioma adulto durante ese periodo crucial de desarrollo en ratas
(Meng et al., 2022), o un efecto tardio de la administracién constante del vehiculo. Para
poder determinar la causa de estos cambios y poder controlarlos en préximos ensayos,
se deberia contar con un grupo control verdadero, al cual no se le administre vehiculo.
Estos resultados mostraron que el efecto antidepresivo no se asocié con cambios
significativos en la estructura de la poblacién microbiana intestinal.

Coincidentemente con nuestros resultados, un estudio de Lyte et al. reportd que ratones
tratados con fluoxetina (un antidepresivo inhibidor selectivo de la recaptacién de
serotonina, ampliamente utilizado en pacientes) no mostraron cambios en la riqueza y
diversidad de su MI, aunque si se vieron cambios en ASV especificos (Lyte et al., 2019).
Siguiendo una direccién similar, en este estudio analizamos cambios en la abundancia
de ASV para evaluar el posible papel de ciertos microorganismos seleccionados de la
microbiota en los cambios de comportamiento. Para ello se utilizé la herramienta

bioinformatica DESeq2 y se observaron algunas diferencias significativas entre animales
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tratados y no tratados, particularmente, géneros asociados a efectos relacionados con
el eje MIC.

Varios ASV del género Bifidobacterium fueron mas abundantes en el grupo tratado con
LPB145 en comparacién con el grupo control. La presencia de bacterias de este género
en la MI estd relacionada con una variedad de beneficios a la salud, como son el
desarrollo saludable del lumen intestinal, la prevenciéon del cdncer colorrectal y la
exclusién competitiva por nichos frente a patégenos (Gueimonde et al., 2007; Le Leu et
al., 2010; Patole et al., 2016).

Este género en particular tiene relevancia con respecto a su capacidad de modular el eje
MIC. Se ha observado que cepas especificas de Bifidobacterium spp. llevan a generar
modulaciones en la actividad cerebral de pacientes (Pinto-Sanchez et al., 2017; Wang et
al., 2019) e incluso en otros estudios se evidencid la modulacién de la secrecidon de
serotonina en roedores (Engevik et al., 2021).

ASVs del género Alistipes también aumentaron significativamente en el grupo LPB145.
Lyte y colaboradores también observaron un aumento de ASVs de este género en
animales tratados con fluoxetina (Lyte et al. 2019). Es un género recientemente descrito
y se determind que se encontraba disminuido en casos de colitis ulcerosa (Dziarski et al.,
2016). En otro estudio, el tratamiento con cepas de este género estimuld la secrecién
de citoquinas antiinflamatorias, modulando la inflamacidn intestinal (Shen et al., 2017).
A su vez, se ha su demostrado la capacidad de producir metabolitos neuroactivos como
indol, GABA y sulfobacina B que tienen el potencial de aliviar comportamientos ansiosos
y depresivos (Dhaliwal., 2019).

Otra diferencia en el grupo tratado con LPB145 fue un aumento en los ASV del género
Roseburia. Diferentes estudios han demostrado que la disminucién de Roseburia spp.
en la poblacién de la Ml estd asociada a la patologia del trastorno depresivo mayor
(Kovtun et al., 2022). Otros estudios también han propuesto un efecto positivo de
Roseburia spp. En un estudio realizado por Xu y colaboradores, R. intestinalis pudo
funcionar en la modulacién del eje intestino-cerebro, aliviando los comportamientos
similares a la depresion en ratones modelo de colitis (Xu et al., 2021).

Fusicatenibacter, un género descrito hace 10 afios (Takada et al.,, 2013) fue mas
abundante en el grupo tratado con LPB145. Se ha observado que los pacientes con

trastorno depresivo mayor y trastorno de ansiedad general tuvieron una disminucién en
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las poblaciones de Fusicatenibacter spp. en su M| en comparacion con controles sanos

(Dong et al., 2021).

Distintos trabajos proponen que la modulacion de las poblaciones de la Ml es la via
principal para ejercer un cambio de comportamiento en el hospedero, por ejemplo, a
través de tratamientos como el trasplante fecal y el uso de antibidticos (Berding & Cryan,
2022), nuestros hallazgos mostraron que no hubo cambios significativos en la estructura
general de la poblacién bacteriana como consecuencia del consumo repetido de la cepa
LPB145. Sin embargo, se observaron cambios sutiles en ciertos taxones bacterianos
mencionados previamente con atributos particulares vinculados con la salud mental y
el eje MIC. Asimismo, el tratamiento administrado mostré un efecto similar al
antidepresivo en las ratas. Esto podria explicarse, al menos en parte, por la influencia
del tratamiento en la funcidén y actividad de la comunidad bacteriana, aspecto que no se
evalud en este estudio.

Un valor agregado que surge de estos resultados es la posibilidad del uso de la cepa
LPB145 para la formulacién de alimentos funcionales con repercusién en la salud. Se
pudo comprobar que esta cepa cumple con diversos atributos para ejercer su funcidn
como probidtico. Su consumo prolongado genera efectos beneficiosos en el hospedero
sin llegar a generar cambios en la estructura de la poblacidn bacteriana de la Ml, y posee
el beneficio agregado que esta cepa es resistente a los procesos de manufactura de
alimentos fermentados por su origen de SFN de queserias.

No se descartan otros efectos potencialmente probidticos de LPB145, como la exclusién
competitiva de patdgenos, la recuperacion de la poblacién bacteriana luego de una
disbiosis o la mejora del proceso digestivo, aspectos que no fueron estudiados en estos

trabajos.

Conclusiones

En este estudio se caracterizé el potencial probidtico de una coleccion de cepas aisladas
de SFN de queserias artesanales de los departamentos de San José y Colonia, Uruguay.
De esta coleccidon se selecciond la cepa LPB145, perteneciente al género

Lactiplantibacillus, por su potencial para actuar como probiético, ademas de su
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sobresaliente capacidad de producir GABA. Tomando en cuenta estas caracteristicas, se
procedié a realizar una evaluacién de su potencial probidtico in vivo en ratas, su
capacidad para modular el eje MIC y el efecto sobre la M.

Se demostro que su administracion, de manera crénica por 28 dias, generd efectos tipo-
antidepresivos en ratas. La identificacién de cepas con este tipo de potencial puede
contribuir a abordar el desafio que presentan los efectos secundarios de los
antidepresivos convencionales. Su capacidad para producir GABA y su origen
alimentario abren un escenario atractivo para su uso como componente psicobidtico en
productos alimenticios funcionales.

Actualmente, buscamos generar una revalorizacién del papel de los alimentos y la
nutricion como herramientas de promocién de la salud. Contar con cepas bacterianas
de estas caracteristicas benéficas y resistentes desde el punto de vista tecnoldgico es de
gran valor en el campo alimentario.

Los resultados sugieren, qué variaciones sutiles en la composicion de la Ml podrian
asociarse con cambios de comportamiento, sin alterar la estructura general de la
comunidad. Esta situacion se ha reportado en una variedad de ensayos similares, tanto
en seres humanos como en animales. Sin embargo, es importante reconocer que
nuestro estudio podria expandirse mediante mds pruebas de comportamiento en
diferentes modelos animales y condiciones de dosificacién. Un analisis funcional de la
MI también ayudaria a aclarar los mecanismos de accion intrinsecos dentro de la Ml.
De esta manera se demostrd el gran potencial como repositorio biotecnoldgico que
poseen ambientes como los SFN, no solo para la industria alimenticia, sino también para
la busqueda de bacterias con actividades especificas como lo es la produccidon de GABA.
Nuestro estudio se suma al creciente cuerpo de investigacidn sobre el potencial impacto
positivo de cepas probidticas en la salud mental por medio de la modulacién del eje MIC.
Nuestros hallazgos proporcionan una base para una mayor investigacidn sobre el uso de
probidticos como tratamiento complementario para la depresion y el posible desarrollo

de alimentos funcionales con efectos beneficiosos sobre la salud del consumidor.
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Los resultados de esta Tesis han sido publicados en los siguientes articulos:

Lozano, J., Fernandez-Ciganda, S., Gonzéalez Revello, A., Hirigoyen, D., Martinez, M.,
Scorza, C., & Zunino, P. (2022). Probiotic potential of GABA-producing lactobacilli
isolated from Uruguayan artisanal cheese starter cultures. Journal of Applied

Microbiology, 133(3), 1610-1619. https://doi.org/10.1111/jam.15664

Abstract

Aims: In this study, we sought to identify and characterize a collection of 101 lactobacilli
strains isolated from natural whey starters used in Uruguayan artisan cheese
production, based on their capacity to produce gamma-aminobutyric acid (GABA) and
their probiotic potential.

Methods and Results: The probiotic potential was assessed using low pH and bile salt
resistance assays; bacterial adhesion to intestinal mucus was also evaluated. Selected
strains were then identified by 16S sequencing, and their GABA-producing potential was
confirmed and quantified using a UHPLC—MS system. Twenty-five strains were identified
and characterized as GABA-producing lactobacilli belonging to the phylogenetical
groups Lactiplantibacillus (n = 19) and Lacticaseibacillus (n = 6). Fifteen strains of the
Lactiplantibacillus group showed a significantly higher GABA production than the rest.
They showed the predicted ability to survive the passage

through the gastrointestinal tract, according to the in vitro assays.

Conclusions: A set of promising candidate strains was identified as potential probiotics
with action on the gut-brain axis. Further studies are needed to assess their possible
effects on behaviour using in vivo assay.

Significance and Impact of the Study: This study shows the potential of strains isolated
from local natural whey starters as probiotics and for biotechnological use in functional
GABA-enriched

foods formulation.
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Lozano, J., Fabius, S., Fernandez-Ciganda, S., Jessika Urbanavicius, J., Piccini, C., Scorza,
C., Zunino, P., (2023). Beneficial effect of GABA-producing Lactiplantibacillus strain
LPB145 isolated from cheese starters evaluated in anxiety- and depression-like

behaviours in rats. Enviado a Beneficial Microbes.

Abstract

In a previous study, we reported the in vitro potential probiotic and gamma-
aminobutyric acid (GABA) production of several strains from a collection of
Lactiplantibacillus (Lpb) strains within the community of natural whey starters from the
artisanal cheese industry. GABA is a non-protein amino acid widely distributed in nature,
produced in animals, plants and by microorganisms. However, the best-known role of
GABA is its function as the major inhibitory neurotransmitter of the central nervous
system. Preclinical and clinical evidence suggests that the GABA system has a relevant
role in mental health disorders like anxiety and major depression, suggesting their
modulation as a potential strategy for treatment. Production of GABA by microbes is a
health-beneficial property with very high interest for preclinical and clinical researchers,
and also for the food industry. The present study was designed to investigate the in vivo
probiotic potential of LPB145, a Lactiplantibacillus selected strain of the previous
collection. Therefore, we evaluated the behavioural effects of LPB145 chronic and oral
administration on anxiety- and depression-like behaviours using the elevated plus maze,
open field, and the forced swimming test in rats. The impact of LPB145 strain treatment
on the gut microbiota structure was also assessed.

Our results showed that LPB145 administration induced an antidepressive-like
behaviour without changes in locomotor activity. In contrast, the treatment did not
modify the experimental anxiety. The structure and diversity of the intestinal microbiota
remained unaffected by the treatment although the abundance of specific ASVs could
be implicated in the behavioral changes. These findings provide evidence of the
potential of probiotic strains isolated from alimentary sources to modulate the gut-brain

axis and positively impact mental health.
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