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RESUMEN

La soya es una fuente de proteina utilizada en la alimentacion de animales y
humanos, debido a que contiene aminoacidos esenciales de gran valor
nutricional. Sin embargo, la soya contiene factores anti nutricios que inhiben la
asimilacion de nutrientes, por lo que puede llegar a ocasionar dafos en la
fisiologia del huésped. No obstante existe poca informacion sobre el efecto que
tiene en la microbiota intestinal. El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar
el efecto de la inclusién de la pasta de soya sobre la microbiota intestinal en
ratas Sprague Dawley. En el cual se utilizaron 24 ratas macho-de 4 semanas
de edad, para ser divididos en dos grupos; grupo control al que-se administro
solucién salina y grupo tratado con dosis ajustada de (0,17g/kg) de pasta de
soya, ambos por via intragastrica y se mantuvieron durante 14 semanas con un
periodo de recuperacion de 2 semanas. Se observo gque el extracto de pasta de
soya provocé cambio en el peso y longitud de los intestinos, en diferentes
tiempos de administracién, comparados con el control. Los cambios del perfil

bacteriano fueron dependientes de la edad de las ratas evaluadas.
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INTRODUCCION

La soya es una proteina con alta calidad que contiene todos los amino&cidos
esenciales de origen animal (Chatterjee et al., 2018) y puede ser utilizada en

dos formas; semilla integral (frijol) o harina (Buitrago, s. f.).

Diferentes estudios han descrito efectos benéficos sobre la salud cuando se
incluye la soya en la dieta entre estos se encuentran disminucién en la
concentracion de triglicéridos, colesterol, lipoproteina de baja densidad (LDL
por sus siglas en inglés) y colesterol total (Fernandez-Raudales et al., 2012).
Adicionalmente, la soya esté relacionada con la reduccion de la inflamacién del
colon (Huang et al., 2016). Sin embargo, la soya contiene factores anti nutricios
como la lectina e inhibidores de tripsina que dificultan o inhiben la asimilacion
de nutrientes de origen vegetal (Chaparro et al., 2009). Estos factores pueden
ocasionar dafio en el desarrollo del crecimiento de algunos animales y

ocasionar un cambio en la microbiota intestinal (Pan et al., 2018)

Las lectinas son glicoproteinas termoestables con un alto grado de
especificidad a carbohidratos de la superficie celular, capaces de aglutinar
eritrocitos (Liener, 1994). Las'lectinas vegetables de acuerdo a su estructura
molecular se clasifican en base a su especificidad: lectinas aisladas de
legumbres, lectinas con dominio tipo heveina o especifica de quitina, lectinas
aisladas de monocotiledoneas especificas de manosa, lectinas en forma de
prisma (3 o del tipo de jacalina, lectinas relacionadas con proteinas

inactivadoras de ribosomas, lectinas tipo amaranto (Cruz et al., 2005).

La microbiota intestinal, juega un papel esencial dentro del huésped,
manteniendo la homeostasis y cumpliendo funciones importantes como: el
desarrollo del sistema inmune, la absorcion de nutrientes, la metabolizacion de
farmacos, y evita la colonizacion de nuevos microorganismos (O’'Hara &
Shanahan, 2006). Sin embargo, la microbiota se encuentra en un proceso
dinamico, el cual va a estar cambiando por diversos factores, como la

alimentacion, el modo de parto y la edad (Nicholson et al., 2012).
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El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar un extracto de pasta de soya
sobre el cambio del perfil bacteriano y su efecto a nivel sistémico en ratas

Sprague Dawley.
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I MARCO TEORICO

2.1SOYA

2.1.1 CARACTERISTICAS DE LA SOYA

La soya (Glycine Max) es una legumbre de origen oriental, pertenece a la
familia (Fabaceas) y es una fuente de proteina con alta calidad ya que contiene
todos los aminoacidos esenciales de origen animal (Chatterjee et al., 2018). La
soya contiene glicina y - conglicina, proteinas que ayudan a reducir riesgos de
enfermedades cardiovasculares en humanos , reducir niveles de triglicéridos en
sangre, colesterol lipoproteina de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés)
y colesterol total (Fernandez-Raudales et al., 2012).

La composicion nutricional de la soya depende de ciertos factores; zona
geografica, condiciones ambientales (Chatterjee et al., 2018). La soya puede
ser utilizada en dos formas; semilla integral (frijol) o harina. La semilla es
tratada por medio de calor, con el fin de destruir factores anti nutricios que
afecten la alimentacion de los animales. La composicion quimica de la semilla
integral y la harina difieren_en proteina y grasa. La harina de soya contiene
alrededor de 18% de grasay 38% de proteina, por lo que presenta mayor valor
energético y menor valor proteico. Mientras, la semilla integral contiene entre
37 y 38% de proteina. El aceite de la semilla de soya contiene acidos grasos no
saturados como acido linoleico, aceite esencial que no produce el cuerpo
humano (Buitrago, s. f.; Chatterjee et al., 2018). Debido a su alto contenido de
grasa podria ser utilizado para la produccion de biocombustible (Van Holle &
Van Damme, 2015). La semilla no solo es importante por la cantidad, sino por

la calidad (Buitrago, s. f.).

Los inhibidores de tripsina son un factor anti nutricio que se encuentra en las
legumbres, por lo que ocasiona un impacto en el valor nutricional de la soya.
Los inhibidores de tripsina inhibe la serina proteasa en el pancreas estimulando
la secrecion del jugo pancreatico, y reduciendo la digestion de proteinas. En
animales se ha observado que ocasiona hipertrofia e inhibe el crecimiento en

pollos (Tuénio etal.,, 2017). Las isoflavonas y la aglutinina de soya estan

12



relacionadas con efectos benéficos para la salud, previenen de enfermedades
cardiacas, diabetes, sintomas menopausicos, osteoporosis. Ademas, de inducir
autofagia y apoptosis presentado actividad inhibitoria del 50% en diferentes
tipos de lineas celulares HelLa (cancer cervical), MDA-MB-231 (cancer de
mama), HepG2 (cancer de higado), Hep2 (cancer oral), U373 (gliobastoma)
después de 72 horas de administracion (Chatterjee et al., 2018; Panda et al.,
2014). Ademas, de modular el ciclo celular, y llevar a cabo la apoptosis,

diferenciacion y proliferacion celular (Huang et al., 2016).

2.1.2 PRODUCCION DE SOYA Y SU USO EN LA ALIMENTACION
PECUARIA

Las semillas de soya son tdxicas para los seres humanos y los animales
monogastricos, por lo que requieren de tratamiento por calor para inhibir los
inhibidores de tripsina. La temperatura Optima para el desarrollo de la soya esta
entre 20°C y 30°C. Los principales paises productores de soya son Argentina,
Brasil, China, India, Paraguay y Estados Unidos de América. La produccion
mundial total alcanzo los 230 millones de toneladas en 2008 (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura», s. f.). En México se
produce alrededor de 3.5 millones de toneladas de soya para el consumo
animal, obtencion de aceite y proteinas para el consumo humano (Torres y
Torres & Tovar-Palacio, 2009).

Segun la FAO (por sus siglas en inglés Food and Agriculture Organization) el
sector ganadero consume anualmente 6,000 millones de toneladas entre
forrajes, granos, piensos y otros materiales, incluyendo un tercio de la
produccion mundial de cereales. El 86% de la ingesta animal se compone de
materiales que no son de consumo humano. Por otra parte, los derivados de la
soja, cuya produccién en ocasiones resulta un factor clave en el cambio de

usos de suelos, representa el 4% de la ingesta animal a escala global.

13



2.1.3 FACTORES ANTI NUTRICIONALES

El valor nutricional de la soya se ve afectado por la presencia de factores anti
nutricios, término utilizado para definir aguellos compuestos que afectan el
valor nutricional de algunos alimentos, especialmente semillas, de manera que
dificultan o inhiben la asimilacion de nutrientes que provienen de alimentos de
origen vegetal. Los factores anti nutricios pueden causar efectos fisioldgicos
tales como flatulencia, distensiébn estomacal, afectaciones pancreéticas,
aglutinacion de glébulos rojos, disminucidon en la asimilacion de nutrientes
(Chaparro et al., 2009).

Los principales factores anti nutricios que contiene la soya son acido fitico,
taninos, lectinas, proteasas, e inhibidores de a- amilasa, e inhibidores de
tripsina que pueden afectar la fisiologia del tracto gastrointestinal (Réhe et al.,
2017).

Las proteinas antigénicas son capaces de cruzar la barrera del epitelio de la
mucosa intestinal dafidndola y -produciendo efectos negativos en el
funcionamiento del sistema inmune del consumidor. En rumiantes alimentados
con soya se ha observado cambios morfolégicos anormales en las
vellosidades, y altos niveles de inmunoglobulina G (Ig G) en suero (Chaparro
et al., 2009; Li et al., 2018).

Los factores anti nutricios pueden ser eliminados utilizando métodos por calor:
como la infusién de soya, cocimiento de la semilla integral con agua, someter la
semilla.a vapor comunmente conocido como “tostado”. En la preparacion de las
tortillas mexicanas, los inhibidores de tripsina son eliminados por completo, con
10% hidroxido de calcio Ca (OH),y 80°C por una hora (Liener, 1994).

2.1.3.1 LECTINAS

Las lectinas son proteinas de origen no inmune presentes en bacterias,
hongos, virus, plantas y animales. Tienen alto grado de especificidad a
carbohidratos de la superficie celular. Las lectinas presentan funciones

protectoras contra agentes patégenos (Van Holle & Van Damme, 2015).
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Las lectinas son glicoproteinas termoestables con actividades biologicas tales
como: aglutinacion de eritrocitos, estimulacion mitégena de linfocitos e
inhibicion de la fagocitosis (Liener, 1994). Dado que las lectinas son sustancias
gue se encuentran en las leguminosas, se sugiere que la resistencia que estas
presentan se debe a la toxicidad de las lectinas(Reynoso-Camacho et al.,
2003).

En animales se ha reportado que las lectinas participan en el reconocimiento-y
la eliminacion de glicoproteinas del sistema circulatorio, asi como de las células
envejecidas, células tumorales y microorganismos, mediante el proceso de
opsonizacién y participacion de células fagociticas (Cruz et al., 2005; Micucci,
s.f.). Ademas, se ha demostrado que las lectinas presentan actividad
inmunosupresora, inhiben el crecimiento celular tumoral y participan en la

adhesion celular (Cruz et al., 2005).

Asi como, pueden unirse a las glicoproteinas de la superficie del epitelio
intestinal, afectando la absorcion de nutrientes y a su vez, la funcion de los
organos digestivos ocasionando, dafios a nivel sistémico (Alatorre-Cruz et al.,
2018; Reynoso-Camacho et al., 2003), ademas, de activar el sistema inmune
(Pereira-da-Silva et al., 2012).

2.1.3.2 CLASIFICACIONES DE LECTINAS

Las plantas expresan lectinas en sefial de estrés, cambios ambientales y
ataque a patdégenos. Estas moléculas se encuentran en el nicleo y citoplasma
de la ceélula vegetal. Las lectinas participan en la interaccidon entre bacteria
fijadoras de nitrdgeno con la raiz de la planta de las legumbres y de acuerdo a
su estructura molecular se clasifican con base a su especificidad (Cruz et al.,

2005) de la siguiente manera:

- Las lectinas aisladas de vegetales. Estas se encuentran constituidas por
dos o cuatro subunidades con peso molecular de 25 a 30kDa y

contienen un sitio de unién para iones metalicos Ca®" Mn?*, Mg?.
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Lectinas con dominio tipo heveina o especificas de quitina. Estas
lectinas presentan dos subunidades ricas de cisteina. Una subunidad
esta constituida por cuatro dominios tipo heveina, conteniendo cuatro
puentes de disulfuros, lo cual origina que no exista estructuras
secundarias regulares a excepcion de una pequefa a- hélice de cinco
residuos: cada dominio tiene un sitio de reconocimiento a carbohidratos,

sin necesidad de iones metalicos.

Lectinas aisladas de monocotiledoneas especificas de manosa. Estas
lectinas son tetramericas, cada monémero tiene un peso molecular de
12kDa y una secuencia de 36 aminoacidos repetidas tres veces. El sitio
de reconocimiento a carbohidratos esta constituido-por cuatro hojas B-

antiparalelas unidas entre si por giros.

Lectinas en forma de prisma (3 o del tipo de jacalina. Estas lectinas son
tetramericas glicosiladas, donde cada subunidad contiene una cadena

pesada (a) y una cadena ligera ().

Lectinas relacionadas con proteinas inactivadas de ribosomas. Estas se
encuentran constituidas por.dos cadenas (A y B) estan unidas por dos
puentes de disulfuro.

Lectinas tipo amaranto. Cada proteina se encuentra formada por dos

monomeros con'los dominios Ny C.

2.1.3.3 LECTINA DE SOYA CON DOMINIO VEGETAL

La aglutinina de soya SBA (por sus siglas en inglés Soybean agglutinin) es un

factor anti nutricio que presenta afinidad a N- glucosido-D- galactosamina

galactosa, tiene cuatro subunidades, cada una de ellas contiene Ca?* unido a

Mn®*. Los cuales son necesarios para unirse a glucosa. SBA es estable a

diferencia de otras lectinas, debido a sus enlaces de hidréogeno y sus

interacciones hidréfobicas entre dos monémeros de la molécula de SBA (Pan

et al., 2018). SBA presenta actividad hemaglutinina, el cambio de estructura de
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estd produce un aumento de peso corporal en animales monogastricos con
soya (Pan et al., 2018).

SBA puede resistir a la degradacion por proteasas in vitro en el tracto
gastrointestinal (TGI); se une a las células del epitelio intestinal. La union
especifica es un prerrequisito y condicion necesaria para el efecto anti
nutricional. Después de combinarse con la superficie intestinal, las células
epiteliales pueden internalizar el SBA para ingresar al flujo sanguineo,
ocasionando dafio en la estructura y funcion del intestino. Ademas, de

ocasionar un desequilibrio en la microbiota intestinal (Pan et al., 2018).

Tres posibles mecanismos se han descrito en el cual SBA aumenta la actividad
microbiana. Primero, la union de SBA a las células epiteliales del intestino
delgado alterando la estructura del glicano, modificando los sitios de union de
algunas bacterias en la superficie intestinal. Segundo, la induccion de SBA
proporciona nutrientes para el crecimiento transitorio de algunas bacterias.
Tercero, SBA ocasiona un desequilibrio en el sistema inmune reduciendo la

secrecion de la inmunoglobulina A (Ig A) (Pan et al., 2018).

2.2FISIOLOGIA DIGESTIVA

2.2.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

El tracto gastrointestinal (TGI) de los animales monogastricos, se compone de
diferentes secciones anatémicas: boca, faringe, eséfago, estbmago, intestino
delgado e intestino grueso y ano. Cada una de ellas cumple diversas funciones,
y presentan diferente morfologia (cilindros, esferoides o formas intermedias)
(Angosto & Villarejo, 2014; Liao etal.,, 2009). En la figura 1 se muestra la
estructura anatomica vy fisiolégica del TGI, del raton y el humano. Sin embargo,
existen diferencias notorias (cuadro 1), debido al tipo de dieta, el tamafio
corporal y la actividad metabdlica. No obstante, el ratdn se ha utilizado como
modelo de estudio para humanos (Nguyen et al., 2015).

Los humanos presentan un intestino delgado e intestino grueso, en el intestino

delgado se produce la digestion y la absorcién de los alimentos se divide en
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tres partes, duodeno, yeyuno e ileon. Las sales biliares de la vesicula biliar y
las enzimas del pancreas ingresan al duodeno y se mezclan con el quimo del
estbmago para iniciar el proceso de la digestion. El yeyuno e ileon son los
responsables de la absorcion de la glucosa en el torrente sanguineo a través

del transportador de iones de sodio (Hillman et al., 2017).

Dentro del epitelio del intestino delgado se encuentra una capa de células
conocidas como células epiteliales; enterocitos, absorbentes (los primarios),
células de Paneth (sustancias antimicrobianos secretoras), células caliciformes
(secretando mucinas), células entero-endocrinas (secretando hormonas
gastrointestinales) y células mal plegadas o células M (presentando antigenos
a las células linfoides subyacentes) ) (Yang &Liao, 2019). El intestino delgado
es seguido por el intestino grueso (colon), presenta un diametro mayor, pero
con una longitud mas corta y se divide en tres secciones: ascendentes (ciego),
transverso y descendente. El agua y los minerales se absorben continuamente

a lo largo del colon antes de la excrecién (Hillman et al., 2017).
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Ratén Humano

estdmaga

colon transversal

colon
ascendente

intestino colon descendiente

CEeCUMm
delgad
Taenia coli
colon cecum

apéndice Haustra

ana w

Figura 1. Anatomia macroscoépica del tracto gastrointestinal del humano y
del raton (Nguyen etal.,, 2015). El humano y_ el raton presentan un estémago,
intestino delgado, cecum. El colon del humano se encuentra dividido en tres secciones
(ascendiente, transversal, y descendiente) con la presencia de Taenia coli. El humano

el Unico que presenta apéndice.
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Organo

Humano Raton

Cuatro regiones: Tres regiones:

Rata

Tres regiones:

Cerdo

Cuatro regiones:
Estomago cardias, fondo, estébmago, estébmago, esofago, cardias,
cuerpo y piloro cuerpo y piloro cuerpo y piloro fondo y piloro
pH15a3.5 pH3.0a4.0 pH3.0a4.0 pH15a25
Intestino 5.5a6.4mde 350mm de 1.485 mm de 1.2a2.1mde
delgado largo longitud longitud largo
pH6.4a7.3 pH4.7a5.2 pH5.0a6.1 pH6.1a6.7
Cieqo Mas pequefio que  Mas grande que  Mas grande que  Mas pequefio que
9 el colon el colon el colon el colon
. . Fermentacion Fermentacion Alguna
Sin fermentacion S L L
principal principal fermentacion
pH 5.7 pH4.4a4.6 pH5.9a6:6 pH 6.0 2 6.4
Apéndice Presente Ausente Ausente Ausente
Dividido en tres: Dividido en tres:
Colon Ascendente, Sin division Sin division Ascendente,
transcendente y transcendente y
descendente descendente
Fermentacion . L . - Fermentacion
L Sin fermentacién  Sin fermentacién L
principal principal

Mucosa mas

Mucosa gruesa delgada

Mucosa mas
delgada

Mucosa gruesa

pH 6.7 pH4.4a5.0

pH5.5a6.2

pH6.1a6.6

Cuadro 1. Comparacion de la anatomia del tracto gastrointestinal en
humanos y modelos animales. (Hillman et al., 2017).
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2.2.2 DIGESTION DE LOS ALIMENTOS

El sistema digestivo humano consta de una serie de 6rganos y glandulas
especializadas, cada una de ellas desempefia un papel fundamental en la
digestion y/o absorcion de alimentos. Los alimentos pasan por un proceso de
digestion, donde son descompuestos a través de interacciones quimicas y
mecanicas ocasionadas por respuestas secretoras y motoras del TGI (Ferrua &
Singh, 2010). El jugo digestivo es una secrecion al cual ayuda a descomponer
las enzimas, las proteinas, carbohidratos y grasas. Las contracciones
musculares de todo el TGI generan procesos mecanicos y el movimiento de los
fluidos para llevar a cabo la digestion, absorcion y transporte de nutrientes
(Ferrua & Singh, 2010). Las respuestas secretoras y motoras del TGl van a
depender de cantidad, composicion y caracteristicas fisicoquimicas de los
alimentos (Ferrua & Singh, 2010).

El esofago sirve para transportar el bolo alimenticio desde la boca hasta el
estdbmago, donde los alimentos se almacenan durante un tiempo mientras se
descomponen simultdneamente en componentes mas pequefios (Liao et al.,
2009). Se forma un compuesto llamado quimo, que es el conjunto entre el
alimento y las secreciones gastricas. Una vez formado el quimo pasa al
intestino delgado donde se lleva la mayor parte de la digestion. ElI quimo entra
en contacto con las secreciones enzimaticas pancreaticas y sales biliares que
ayudan a la degradacion de los alimentos (Arroyo & Pamela, 2014; Pacheco
et al., 2017). Finalmente en el intestino grueso se acumulan las sustancias de

desecho'y son expulsadas de manera controlada a través del conducto anal.

2.2.3 FERMENTACION MICROBIANA

Los alimentos pasan a través del TGl y la tasa de absorcion de nutrientes
depende en gran medida de las actividades de varias enzimas en el sistema
digestivo, como la amilasa en la saliva, la pepsina en el estbmago y las
enzimas pancreaticas en el intestino delgado. Sin embargo, muchos de los
componentes que no pueden ser digeridos en el TGl superior pasan al colon

donde se lleva a cabo la fermentacién microbiana (Hillman et al., 2017)
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La fermentacion comienza después de que las fibras dietéticas se
despolimerizan por enzimas hidroliticas microbianas. Entre mas rapido sea el
proceso mas rapido estaran disponibles los carbohidratos para la fermentacion

por las bacterias (Rajesh Jha et al., 2019).

La fermentacion microbiana da como resultado la produccién de acidos grasos
de cadena corta (AGCC), acidos grasos de cadena ramificada, lactato, aminas,
indoles, fenoles y varios gases como hidrogeno, diéxido de carbono y metano
(R. Jha & Berrocoso, 2015).

En animales monogastricos el intestino grueso es el sitio mas importante para
llevar a cabo la fermentacion. En el colon se lleva a cabo la fermentacion de
carbohidratos como almidén, e inulina obteniendo como: producto final el
acetato, propionato y butirato. El acetato es un producto en mayor
concentracion después de llevar a cabo la fermentacion en el TGl (R. Jha &
Berrocoso, 2015). El acetato y propionato son absorbidos por los hepatocitos,
donde el acetato es utilizado para la lipogénesis en el tejido muscular, mientras,
que el propionato se convierte en glucosa mediante el proceso de
gluconeogénesis. En cambio, el butirato es la fuente principal de energia para
los colonocitos y ayuda en el desarrollo y proliferacién en el intestino delgado
(Qin et al., 2010; Samuel et al., 2008).

Los AGCC como el butirato y el propionato, puede reducir el pH intestinal, lo
que aumentaria la solubilidad de minerales esenciales, como el calcio, el hierro
y el magnesio, en consecuencia mejora la salud. Los metabolitos producidos
por los microbios también pueden desempefar un papel importante en la
diferenciacion celular y la proliferacion en la mucosa del colon al inducir la
apoptosis y pueden contribuir a la proteccion contra la colitis y al cancer
colorrectal al modular la expresion del oncogén. Estas funciones no parecen
ser realizadas por una sola especie sino por un conjunto de especies que estan
actuando de manera conjunta o independiente (Hillman et al., 2017). Existe
evidencia que respaldan que bajas concentraciones de AGCC, en particular el
butirato, puede aumentar el riesgo de céancer colorrectal y enfermedades
intestinales inflamatorias. Los diferentes tipos de polisacaridos tienen diferentes

impactos en el rendimiento de los AGCC. Por ejemplo, la fermentacion de
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almidon por bacterias fecales en humanos produce una mayor cantidad de
butirato. Las bacterias productoras de butirato son Faecalibacterium prausnitzii,

Eubacterium rectale y Roseburia spp (Zhang et al., 2018).

Estudios han reportado que el butirato juega un papel protector en la
prevencion y progresion de la carcinogénesis colorrectal (Hamer et al., 2007).
En cerdos la concentracion elevada de butirato ayuda a mejorar la salud de la

mucosa intestinal y el sistema inmunologico (Rajesh Jha et al., 2019).

2.3MICROBIOTA

La palabra microbiota hace referencia al conjunto de comunidades
microbianas, no solo bacterias, sino también otros microorganismos como
hongos, arqueas, virus y protozoos (Jandhyala, 2015; Turnbaugh & Stintzi,
2011). La microbiota intestinal realiza una serie de funciones protectoras,
estructurales y metabdlicas esenciales para la salud del huésped, incluido el
procesamiento de alimentos, la digestion de polisacaridos complejos no
digeribles por el huésped, el desplazamiento de patdgenos y la sintesis de
vitaminas (Clarke et al., 2014). Sin embargo, la microbiota intestinal se ha
asociado a una gran variedad de enfermedades humanas, como enfermedades
inflamatorias del intestino, sindrome del intestino irritable, enfermedades

metabdlicas como la obesidad y la diabetes (Jandhyala, 2015).

2.3.1 INTERACCION ENTRE MICROBIOTA Y HOSPEDERO

La relacion simbiética entre microorganismo (MO) y el huésped es un proceso
evolutivo bajo la fuerza de selecciébn adaptable. El termino microbiota hace
referencia al conjunto de comunidades microbianas (bacterias, archaea, virus,
protistas y hongos). En el cuerpo humano se encuentra alrededor de 100
trillones de células microbianas (Turnbaugh & Stintzi, 2011). ElI material
genético de los microorganismos (MOs) es conocido como microbioma

(Tremaroli & Backhed, 2012). El microbioma va a depender de la diversidad de
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genes para adaptarse y responder a los cambios ambientales (Tremaroli &
Backhed, 2012).

El microbioma humano esta formado por diversos habitats que consiste en un
conjunto de recursos y condiciones favorables permitiendo el crecimiento de los
MOs. Asi mismo, forman nichos que permiten realizar funciones benéficas para
el hospedero (Cerqueda-Garcia & Falcon, 2016; Whittaker et al., 1973).

El cuerpo humano es considerado como un holobionte. Palabra que fue
descrita por Lynn Margulis como una asociacion simbiotica (Bordenstein &
Theis, 2015). El concepto holobionte no considera a los microbios como
individuos autbnomos sino como unidades biolégicas altamente organizadas
(Milani etal.,, 2017). La simbiosis involucra muchas dimensiones o tipos de
contacto entre organismos de diferentes especies: comportamiento, fisiologia,

productos genéticos (Lavagnino et al., s. f.).

La microbiota intestinal es considerada como un 6rgano, por lo que realiza
funciones esenciales en el desarrollo del sistema inmune, absorcion de
nutrientes, metabolismo de farmacas, la prevencién de nuevos colonizadores
estimula la sintesis de inmunoglobulinas (Ig) (Lavagnino et al., s. f.; O’Hara &
Shanahan, 2006). En mamiferos libres de gérmenes se ha observado
problemas en el aparato digestivo presentando pared atréfica y motilidad
alterada, el sistema inmune presenta inmadurez, el ciego se encuentra
agrandado. Los niveles de citoquina, inmunoglobulinas, placas de Peyer,
péptidos antimicrobianos, se encuentran en menor concentracion. Ademas de
ser susceptibles a infecciones (O’Hara & Shanahan, 2006; Reading & Kasper,
2011).

La diversidad bacteriana dentro del intestino va a variar dependiendo del
transito del tubo digestivo. En el estbmago y el duodeno se encuentra alrededor
de 10° UFC/mL, yeyuno e ileén 10*-10°UFC/mL, colon 10 -10% UFC/mL
(O’Hara & Shanahan, 2006). Las células epiteliales junto con el intestino
delgado son encargadas de la digestibn y la absorcion de nutrientes. El
estbmago produce Aacidos biliares y secreciones pancreaticas, ademas, de
tener un ambiente acido con un pH bajo haciendo dificil la colonizacion de
MOs. Sin embargo, en el colon se encuentra mayor cantidad de MOs, ya que el
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transito es lento y lleva a cabo la fermentacién de compuestos organicos y el
pH es alto (Jandhyala, 2015).

2.3.2 COLONIZACION MICROBIANA  EN EL TRACTO
GASTROINTESTINAL

La microbiota es un proceso dinamico que va a estar cambiando
constantemente. La sucesion primaria comienza a partir del nacimiento del
neonato, la colonizacién va a depender del tipo de parto (via cesarea o via
vaginal), la alimentacion (leche materna o formula), administracion de
antibioticos, zonas geograficas, exposicion al estrés, y habitos alimenticios
(Milani et al., 2017).

En 1918, Arthur Kendall propuso que ‘la primera colonizacion microbiana
comenzaba después del parto. Esta propuesta sigue siendo vélida, ya que
existe poca evidencia de lo contrario. A pesar del uso de las técnicas
moleculares no es posible determinar poblaciones bacterianas a “baja
densidad”. Ademas, de resultar dificil evitar la contaminacion en la recoleccion
de muestras estériles. en entornos clinicos (Perez-Mufioz etal.,, 2017).
Adicionalmente, utilizando controles robustos y considerando cantidades bajas
de DNA, demostré que no hay evidencia de la presencia de un microbioma en

la placenta (Lauder et al., 2016).

El periodo neonatal es importante para el desarrollo de MOs dentro del TGI.
Uno de los factores importantes para la colonizacién es el modo del parto,
neonatos nacidos a través de la via vaginal presenta microbiota vaginal de la
madre como Lactobacillus spp., Prevotella spp., Atoobium spp., y neonatos
nacidos por via cesarea presenta microbiota de la piel de la madre como
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., (Putignani
et al., 2014). El tipo de parto es importante por lo que se ha observado que
aguellos neonatos nacidos por via vaginal confieren mayor resistencia a
infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(SARM) (Dominguez-Bello et al., 2010).
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El intestino es el primer érgano colonizado por bacterias aerobias y anaerobias
facultativas por ser un medio rico en oxigeno, encontrando bacterias como E.
coli, Enterococcus spp., Streptococcus a- hemolitico, y Staphylococcus spp.
Posteriormente, son reemplazadas por familias de anaerobios facultativos

como Actinobacteria y Firmicutes (Adlerberth, 2008; Turroni et al., 2012).

La microbiota intestinal tiene mayor diversidad en relacion con la composicién y
densidad bacteriana, a través de la administracion de sustratos para el
crecimiento bacteriano, esta se vuelve mas estable a una edad avanzada. La
sucesion secundaria comienza con la lactacion, seguida del destete (Koenig
et al., 2011).

La lactacion es un proceso importante para el desarrollo del neonato. La leche
humana contiene moléculas bioactivas como ‘aminoacidos, vitaminas,
minerales, inmunoglobulinas, citocinas, lizosimas, lactoferrina y factores de
crecimiento. Que intervienen en la absorcion de minerales, en el desarrollo del
sistema inmune y el desarrollo del intestino. Ademas, de contener
oligosacaridos de la leche humana (HMO por sus siglas en inglés) entre ellos,
glucosa, galactosa, N- acetil- glucosamina. Los HMO presentan un efecto
protector reduciendo la infeccién e inflamacion (Coppa et al., 2011; Davis et al.,
2017; Ficara etal., 2018). Existen cambios de diversidad y abundancia de
comunidades bacteriana mientras hay un suministro constante de leche. Las

Bifidobacterias se encuentran en mayor abundancia (Oki et al., 2018).

Durante el desarrollo del huésped la microbiota intestinal interactiia con los
metabolitos. Presentando genes con diferentes funciones como: resistencia a
antibioticos, genes asociados a la membrana y pared celular, y genes que
llevan a cabo la biosintesis de amilasa, arabinosa, maltosa, ramnosa, fructo-
oligosacaridos, rafinosa y xilosa. Y la degradacion de xenobiéticos (Koenig
etal., 2011).

En la microbiota intestinal las bacterias como los Firmicutes y Proteobacterias
predominan en los primeros dias de vida. Seguido por las Actinobacterias y
Proteobacterias que se encuentran a los tres meses de vida. Al primer afio del
huésped los que se encuentran en mayor cantidad son los Bacteroidetes.

Llevando a cabo la fermentacion de carbohidratos y en la formacion de la pared
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celular de las bacterias Gram negativas, ademas, de la formacién de céapsulas

bacterianas (Koenig et al., 2011).

Posterior al proceso de lactacion, comienza el periodo de destete con la ingesta
de alimentos sélidos que contienen carbohidratos no digeribles. Los hidratos de
carbono ingresan al colon realizando cambios en el crecimiento del epitelio la
proliferacion celular y la microbiota intestinal. El pancreas, el intestino delgado y
el colon comienzan a desarrollarse para llevar a cabo la digestion de los
alimentos (Ficara et al., 2018).

2.3.3 RELACION DE LA MICROBIOTA CON EL METABOLISMO

La microbiota y las células epiteliales del huésped tienen una comunicacion
multidireccional, con el fin de mantener el equilibrio energético del huésped.
Los microbiomas de los mamiferos comparten funciones metabdlicas similares
(Muegge et al., 2011).

Los Bacteroidetes se encuentran en mayor abundancia en carnivoros,
degradan las proteinas como fuente de energia. Parabacteroides degradan
carbohidratos. Los Bacteroides también se encuentran en dietas ricas en
grasas, junto con las Actinobacterias pero en menor cantidad en dietas ricas en
fibra. Los Firmicutes 'y Proteobacteria se encuentran en mayor abundancia en
herbivoros, por su-degradacion de aminoacidos. Desulfovibrio, Ruminococcus y
Akkermansia- degradan glucoproteinas de mucinas que se encuentran
presentes en la capa de la mucosa del intestino delgado (Arumugam et al.,
2011; Muegge et al., 2011; Wu et al., 2011).

El microbioma bacteriano modula reacciones metabdlicas produciendo &cidos
biliares, colina y acidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC son
esenciales para los colonocitos debido a que regulan la motilidad intestinal y
estimular la respuesta anti- inflamatoria (Nicholson et al., 2012; Tremaroli &
Backhed, 2012).

Los AGCC regulan los genes de expresion mediante la unién de receptores

acoplados a la proteina G (PCR- G Protein Coupled Receptors) conocidos
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como GPR41 y GPRA43, expresados en el intestino distal, colon y adipocitos
(Donohoe et al., 2011; Samuel et al., 2008). GPR41 produce acido propionico,
estimulando la produccion de leptina; hormona reguladora de los procesos
fisiolégicos tales, como alimentacion, actividad nerviosa sinaptica, reproduccion
y sistema inmune. La falta de esta hormona ocasiona disminucién en la
respuesta neuroendocrina, dafios como obesidad, hiperfagia, infertilidad, dafios
en el sistema inmune (Xiong et al., 2004).

2.3.4 RELACION DE LA MICROBIOTA CON EL SISTEMA
INMUNE

El sistema inmune inicia una respuesta ante MOs patégenos produciendo
fiebre, enrojecimiento de la piel, dolor muscular ocasionando respuestas
especificas como la activacion de anticuerpos y células asesinas (NK Natural
Killer). En el proceso de defensa participan células epiteliales secretoras de
glicoproteinas de mucina, recubriendo el colon ~150um de espesor (Hooper
et al.,, 2012). Ademas, de las células endocrinas, caliz y enterocitos expresan
patrones de reconocimiento de receptores (PRR), receptores extracelulares del
tipo Toll (TLR), y dominio de oligomerizacién de union a nucleétidos (NOD).
Para detectar la presencia de MOs extrafios. Los PRR inducen la maduracién
de las células dendriticas encargadas de activar la segunda linea de defensa,
inmunidad adaptativa (Kawai & Akira, 2011).

Las células linfoides se encuentran en el TGlI, incluido el colon. Estas células
forman  estructuras especializadas como las placas de Peyer y contienen
células presentadoras de antigenos (células M) (Wells et al., 2011). Las células
dendriticas son células presentadoras de antigenos e impiden el paso de las
bacterias comensales al ganglio linfatico. Ademas, de ser profesionales en la
diferenciacion de células T virgenes (O’Hara & Shanahan, 2006; Wells et al.,
2011). Los enterocitos secretan células inmunitarias como péptidos
antimicrobianos, inmunoglobulina A, citocinas, células M. los PRR activan
células inmunitarias en respuesta a patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPS) inducen la produccién de moléculas efectoras innatas. Se

reconocen tres familias, receptores para dominio de oligomerizacion para la
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unién de nucleédtidos (NLRs) genes inducibles -1 de acido retinoico (RIG-1) o
receptores tipo RIG1 (RLRs), receptores tipo C unidos a la membrana (CLR)
(Kawai & Akira, 2011; Wells et al., 2011).

Los TLR son proteinas transmembranales del tipo | que contienen repeticiones
de leucina (LRR). Localizandose en la membrana celular para reconocer los
PAMPs por endocitosis y extracelulares Se han reportado 13 receptores de la
familia TLR en ratones y humanos (Wells et al., 2011). Cada uno de los TLR
tienen funciones distintas, los TLR1, TLR2, TLR6 reconocen lipoproteinas,
TLR2 reconoce los PAMPs de bacterias Gram positivas y Mycobacterias,
incluyendo el lipopéptido de las bacterias, acido lipoteicoico, y el peptidoglicano
(Furrie et al., 2005). Los TLR junto con los TLR4 son expresados en las criptas
de epitelio del colon (Wells et al., 2011). Los TLR3 reconocen RNA bicatenario,
estos son expresados en la superficie “luminal. TLR4 reconocen
lipopolisacéaridos (LPS). Los TLR5 son PRR para flagelos. Los TLR7 y TLR8
reconocen RNA monocatenario. Los TLR9 reconocen DNA bicatenario. TLR11
y TLR12 reconocen la profilina, proteina relacionada al citoesqueleto. Los
TLR13 reconocen RNAr bacteriano 23s (Furrie et al., 2005; Wells et al., 2011).

2.4TECNICAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LA
MICROBIOTA

Los estudios gendmicos ofrecen una gran ventaja en la compresion de los
procesos asociados con la expresidn génica y las interacciones genéticas
(transcriptémica, protedmica, epigendmica, genética del desarrollo, epistasis,
pleiotropia). Asi como para conocer mejor la relacion compleja genotipo-
fenotipo ambiental (Escalante etal., 2014). La metagenOmica, es una
herramienta de secuenciacion de todos los genomas a partir de una muestra
ambiental. Comenzd con la clonacion de DNA ambiental, seguido de un
analisis de expresion clonal y posteriormente por la secuenciacion aleatoria
directa de DNA ambiental (Thomas et al., 2012).

La diversidad taxondmica es mediada mediante marcadores de secuencias

genéticas, agrupacion de similitud en funcion taxonomica o filogenética,
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ensamblaje de secuencias (Sharpton, 2014). Los ensamblajes son importantes

para describir la estructura de las comunidades microbianas.

2.4.1 HERRAMIENTAS MOLECULARES

Bibliotecas de clonas de DNA. El primer paso es clonar los productos de
PCR (Reaccion de la Cadena de la Polimerasa) y posterior se realiza la
secuenciacion aleatoria utilizando bases de datos con secuencias ‘existentes
(Dorigo, Volatier, & Humbert, 2005) (GenebankTM o EMBL) obteniendo
informacion en similitud y diversidad de especies conocidas (Dorigo et al.,
2005).

Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE). Es un tipo
de electroforesis que permite la separacion de fragmentos de DNA de doble
cadena son separados con el mismo tamafo pero diferente secuencia de
nucleotidos. La separaciéon se lleva a cabo a través de la electroforesis
utilizando geles de poliacrilamida que ' contiene gradiente lineal (urea y
formamida) desnaturalizante de DNA. Al igual que su equivalente de
desnaturalizacién con gradiente de temperatura (TGGE). El producto se separa
dependiendo del peso molecular y los puentes de hidrogeno de las pares de
bases (G=C) (A=T) (Fakruddin & Mannan, 2013; Muyzer & Smalla, 1998).

Este método es altamente sensible y es reproducible. Permite evaluar las
diferencias y similitudes que pudieran existir entre las muestras. Haciendo
posible la deteccién e identificacion de MOs no cultivables. Permite comparar la
variabilidad genética de genes diana en diferentes poblaciones. Sin embargo,
esta técnica presenta algunas limitaciones, ya que solo pueden separarse por
DGGE fragmentos pequefios (500 pb), las inferencias filogenéticas se ven
limitadas. EI método DGGE no es capaz de detectar aquellos MOs que

constituyen al menos el 1% de la comunidad (Muyzer & Smalla, 1998).

Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion Terminal (T-
RFLP). El producto de PCR es digerido con enzimas de restriccion, utilizadas
para reconocer una secuencia caracteristica de nucledtidos dentro de una

molécula de DNA y cortas el DNA en un punto concreto, llamado sitio o diana
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de restriccion. T- RFLP necesita u oligonucleétido marcado en su extremo 5
con un fluréforo (Liu etal, 1997). La desventaja de esta técnica es la
generacion de una baja estimacion de las comunidades microbianas, debido al
namero limitado de bandas en el gel. Sin embargo, se puede determinar los
cambios de las comunidades bacterianas debido a condiciones medio
ambientales (Fakruddin & Mannan, 2013).

Analisis de Espaciadores Intergénicos Ribosdémicos RISA. Analisis de
espaciadores Intergénicos RibosOmicos Automaticos ARISA. RISA
amplifica mediante PCR una parte de la region del espacio intergénico que se
encuentra en la subunidad de DNA ribosomal (16s y 23s), posterior se
desnaturaliza y se separa a través de geles de poliacrilamida en condiciones de
desnaturalizacion. Esta técnica genera un perfil de comunidades microbianas,
observada a través de una tincion, donde cada banda corresponde con al
menos un organismos de la comunidad ‘microbiana original. La version
automatizada ARISA, usa un oligonucledtido marcado con fluorescente y los
fragmentos de los espaciadores intergénicos son detectados automaticamente.
Esta técnica es util para estimar la diversidad y la riqgueza microbiana
(Fakruddin & Mannan, 2013; Fisher & Triplett, 1999).

DNA Polimérfico Amplificado al Azar RAPD. Esta técnica consiste en la
amplificacion por PCR con oligonucledtidos cortos y baja temperatura de union
(35°C). Esta técnica utiliza geles de poliacrilamida o agarosa dependiendo de la
complejidad genética de las comunidades microbianas. La desventaja del uso
es la falta de reproducibilidad y la identificacion filogenética de las comunidades

microbianas (Pascual Valero et al., 2015).

Polimorfismo de Conformacion de Cadena Unica o Monocatenario SSCP.
Los fragmentos de DNA de una sola cadena son separados con la misma
longitud pero diferente secuencia de nucleoétidos. Los productos de PCR son
separados a través del gel de poliacrilamida, sin necesidad de
desnaturalizacion (Fakruddin & Mannan, 2013; Lee et al., 1996).

Hibridacion Fluorescente in situ FISH. La técnica utilizada para detectar
secuencias de DNA en células o tejidos preservados a través del uso de

sondas marcadas con un fluorocromo, el cual es dirigido hacia un lugar
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especifico del cromosoma, emitiendo fluorescencia permitiendo la observacion
en el microscopio. Esta técnica se fundamenta en la capacidad que poseen los
acidos nucleicos para hibridarse entre si, es decir, la existencia de determinada
secuencia de DNA o RNA que resulta complementaria con otras secuencias a
través de puentes de hidrogeno formado entre las bases de adenina- timina o
uracilo y citocina y guanina (Martinez & Otero, s. f.).

Re asociacion de DNA. Esta técnica es util para realizar comparaciones entre
dos comunidades. EI DNA se extrae y se purifica y se desnaturaliza. Se
monitorea la cinética de re asociacion del DNA monocatenario desnaturalizado
con secuencias homologas, lo que refleja el tamafio del genoma o la
complejidad del DNA. Cuando mayor es el grado de similitud entre dos
comunidades o mayor homologia de secuencias de una sola comunidad, mas
rapido es el proceso de reagrupacion (Dorigo et al., 2005; Fakruddin & Mannan,
2013).

La primera aproximacion a la secuenciacion masiva en paralelo esta basada en
la pirosecuenciacion del DNA. Esta técnica no es fluorescente mide la
liberacion de pirofosfato en una‘reaccién de polimerizacion mediante una serie
de reacciones enzimaticas acopladas que liberan luz cada vez que se incorpora
un nucledétido; producen una imagen que se analizan para proporcionar flujo
gramas que, una vez interpretados por el ordenador, devuelven las secuencias

de nucledtidos (Moreno, 2010).

La segunda tecnologia es desarrollada por la compafia SOLID (por sus
siglas en ingles Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection).
Esta tecnologia secuencia por ligacion de octameros marcados de secuencia
conocida a la cadena de DNA, con la posterior detecciébn de la sefal

fluorescente emitida tras cada ligacion (Moreno, 2010).

lllumina. Esta tecnologia utiliza nucledtidos terminadores marcados con
moléculas fluorescentes al igual que en la secuenciacion de Sanger. Esta
tecnologia ofrece mayor rendimiento, produciendo lecturas hasta 300 pb y con

un menor costo por base (Roumpeka et al., 2017).
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lon- Torrent. Esta tecnologia es una secuenciacion semiconductora por
corriente de iones. Esta tecnologia no depende de nucleétidos, ni
fluorescencia. Este es un tipo de secuenciacion por sintesis, funciona a partir
de la polimerizacion de una cadena complementaria de DNA (con dNTPS) y un
“chip” semiconductor capaz de detectar iones de H*(lon Torrent Sequencing,
s. f.).

HelicosBioSciences. Esta es la primera secuenciacion de tercera generacion.
Se basa en la secuenciacion a tiempo real de miles de millones de pequefias
moléculas Unicas de DNA adheridas a la superficie solida. Permite generar

fragmentos entre 25-45 pb (Moreno, 2010).

PacificBiosciences (PacBio). Plataforma de secuenciacion de lecturas largas
(50,000 pb) que utiliza tecnologia de una sola molécula en tiempo real.

Presenta una alta tasa de error de (~15%) (Roumpeka et al., 2017).

2.5EFECTO DE LA SOYA EN LA MICROBIOTA INTESTINAL

Alimentos basados en soya aportan nutrientes como fuente de energia para
favorecer el crecimiento de algunas bacterias intestinales. La soya puede
ocasionar algunos cambios en la morfologia del intestino y en la microbiota
intestinal (Fernandez-Raudales et al., 2012). La leche de soya disminuye
significativamente Firmicutes y Bacteroidetes y aumentando Faecali bacterium
y Clostridium. Los Firmicutes y Bacteroidetes se pueden relacionar con algunos
beneficios para la salud, como disminuir el riesgo de obesidad y reducir la
inflamacion del colon y otros sintomas (Fernandez-Raudales etal., 2012;
Huang et al., 2016).

En modelos de ratas Wistar administradas con leche de soya se observa un
aumento en los Enterococcus, Lactobacillus y Enterobacter; pero disminuye
Clostridium, Bacteroides y Bifidobacterium (Huang et al., 2016). Ademas, la
proteina de la soya disminuy0 significativamente las concentraciones de
colesterol total en modelo de Hamster dorado o sirio. Estos resultados sugieren
que la actividad hipolipemiante de la soya puede asociarse a la microbiota
intestinal (Butteiger et al., 2015).
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En cerdos se ha demostrado que con dietas de 0.1-0.2% de soya incrementa la
permeabilidad epitelial, ocasionando dafios en el intestino. A diferencia con
dieta de 0.05% no presenta efectos significativos (Zhao et al., 2011). En cerdos
alimentados con harina de soya a las 3 semanas de edad, se demostré que
disminuy6 el peso corporal, ademas, de ocasionar dafio en las vellosidades y
aumentd la concentracion de la Ig G en suero. Mientras que en cerdos con 8
semanas de edad, no hubo cambios significativos. Los cerdos en .edad
avanzada son capaces de digerir las macromoléculas de la soya (Li etal.,
2018). En cambio, en ratas con dietas entre 1.2mg/mL— 2.0mg/mL de proteina
de soya afecta la morfologia intestinal y ocasiona inflamacion. Ademas, causa
dafo en el crecimiento de las ratas (Pan et al., 2018).. Sin embargo, se ha
reportado que la harina de soya puede ser utilizada en la alimentacién de
salmones, sin ocasionar dafios en el intestino o en el crecimiento (Sahlmann
et al., 2015).
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ll. JUSTIFICACION

La microbiota intestinal realiza funciones esenciales dentro del huésped, con el
fin de mantener la homeostasis. La cual se ve afectada por factores como la
edad, la alimentacion y la exposicidn a estrés. La alimentacion es un factor
importante dentro del desarrollo del huésped, ya que depende de ello para el

desarrollo del crecimiento, o la activacion del sistema inmune.

La pasta de soya (Glycine max) es un alimento que presenta alta calidad de
proteina y puede ser digerible tanto para humanos como para animales. Sin
embargo, ese sustrato contiene factores anti nutricios que ocasionan dafio en
la morfologia del intestino. Existe poca informacién que demuestra el cambio
de la diversidad bacteriana en ratas alimentadas con pasta de soya. Por lo que
resulta importante estudiar si la inclusiébn de la soya puede ocasionar algun
dafio en la microbiota intestinal y evaluar si. puede causar algin problema

sistémico.
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IV. HIPOTESIS

La administracion de la pasta de soya como suplemento en ratas de la especie
Sprague Dawley modifica el perfil de la microbiota intestinal, asi como un efecto

a nivel sistémico.
V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar el perfil de la microbiota intestinal en ratas suplementadas con un

extracto de pasta de soya, asi como su efecto sistémico.

1. Evaluar el efecto de la administracion de pasta de soya sobre el peso de

los 6rganos de las ratas.

2. Evaluar el efecto de la administracién de la pasta de soya a nivel

sistémico.

3. Evaluar el efecto de la suplementacion de la pasta de soya sobre los

perfiles bacterianos mediante la técnica RISA-PCR en ratas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio de estudio y aprobacién ética

El disefio de estudio fue longitudinal, experimental, el cual fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ y registrado
con el numero 44FCN2015 (Apéndice 1).

6.2 Animales experimentales e instalaciones

Como animales experimentales se utilizaron 24 ratas Sprague Dawley macho
de 4 semanas de edad, las cuales se obtuvieron del Bioterio del instituto de
Neurobiologia, Universidad Nacional Autonoma de México (INB-UNAM),
Juriquilla, los animales se mantuvieron durante todo el experimento en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de

Querétaro.

Las ratas se colocaron enjaulas individuales y se mantuvieron con una
temperatura de 22 + 2°C en ciclos de 12 horas luz por 12 horas de oscuridad y
con una humedad relativa entre 45% y 60% (NOM-062-ZO0O, 1999). Antes de

iniciar el experimento se les dio una semana de aclimatacion.

6.3 Tratamientos

Los animales fueron aleatorizados por peso en 2 grupos (grupo control y grupo
tratado) con diferente periodo de tiempo de administracion. Los animales
fueron alimentados con dieta comercial (RodentLabChow 5001) y agua ad
libitum. EI grupo tratado recibié 0.17g/kg de pasta de soya en solucién salina.
El extracto de la pasta de soya fue obtenida por (Medina Cruz, 2018). El grupo

control soélo recibié solucién salina.

Para los dos grupos la administracion fue mediante canula intragastrica cada

tercer dia por 98 dias (14 semanas) con un periodo de descanso de 2
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semanas, el cual inicio a los 56 dias. El tratamiento fue retomado posterior al
periodo de descanso hasta los 98 dias (Figura 2). Al término, las ratas fueron
eutanasiadas por decapitacion a los 42, 56 y 98 dias (n=8 por grupo) como lo
describe la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

ATTEY 55% 55
— Sin tratamiento

[— Extracto de pasis de Soya

Eutanasia

* * *
20 10 100

DIAS 0 10 30 40 30 60 80 90
LLC L e e ety

CONTROL

ArrarariataiaraATAATIALA AR L AR LA mm mm mm e R riziatiasrasrasTAALLALRAR ALY

Extracto de
pasta de sova

» == = —— -» -]

Figura 2. Disefio experimental. Después de una semana de aclimatacion las ratas
fueron tratadas por 98 dias (14 semanas) con (0.17g/Kg del extracto de pasta de soya
para ratas tratadas y solucion salina para las ratas control). La eutanasia se llevo a
cabo durante los dias 42, 56, y 98 dias.

6.4 Muestreo de materia fecal

Las muestras de heces fueron colectadas cada semana en tubos de 1.5 mL
libres de nucleasas y RNAsas las cuales se almacenaron a -80°C para su

posterior analisis.

Después de la eutanasia, las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos
BD vacutainer ® con EDTA y sin anticoagulante, posteriormente se
determinaron marcadores hematologicos en el analizador Sysmex modelo KX-
21N. Por ultimo, las medidas y el peso de los 6rganos se llevo a cabo y se

fijaron en formaldehido al 10% para posterior analisis.
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6.5 Analisis de las muestras de heces

La extraccion de DNA de las muestras fecales se realiz6 usando un kit
comercial de extraccién (MoBio, Power Soil Isolation Kit) con columnas de silice

y micro perlas, siguiendo las condiciones del fabricante.

Se peso 0.250g de muestra, cada tubo contenia materia fecal de dos ratas

(pool).

6.6 Pureza y concentracion de DNA

La concentracién y pureza del DNA se hizo mediante espectrofotometria
(NANODROP 2000c) ThernoScientific™ (Apéndice 2). La visualizacién de los
productos de la PCR se realizd en geles de agarosa al 3% y se corrieron en
una camara de electroforesis horizontal a un voltaje constante de 70V durante
90 min. En cada pozo se colocé 5ul de cada muestra con 2ul de buffer de
carga (Red gel, marca Biotium). La visualizacién de los geles se llevo a cabo
con la luz UV mediante un foto documentador (Gel doc XR System, BioRad,

Singapore).

6.7 Determinacion del perfil bacteriano

La deteccion del perfil de diversidad microbiana se realiz6 mediante la técnica
molecular de RISA-PCR (Ribosomal Inter Space Analysis) descrita por
Cardinale et al., (2004). Para la amplificacion de PCR, cada reacciéon fue de
10pl, la cual estaba compuesta por 4.38ul de agua libre de nucleasas, 1ul de
Buffer (10X), 0.8ul de dNTPs, 0.06ul de enzima Taq (TAKARA), 0.4ul de
oligonucleétidos ITS F (5 GT C GTA ACA AGG TAG CCG TA 3), ITS R (¥’
GCC AAG GCA TCC ACC 3’). 1ul de BSA (Albumina de Suero Bovino), y 2ul
de DNA previamente extraido de cada muestra (Apéndice 3). El ciclo de
amplificacion se realizé6 en un termociclador punto final (Bio Rad c¢1000,
Singapure) La desnaturalizacion inicial fue de 94°C por 3 min, con 35 ciclos de
desnaturalizacion de 94°C por 45 segundos, alineados de 55°C por 1 min y

extension de 72°C por 2 min, la extension final fue a 72°C durante 7 min.
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6.8 Arbol filogénico

El analisis para los cambios de microbiota se llevd a cabo mediante el
programa QuantityOne, en el cual se obtuvo un perfil de bandas identificando
como banda positiva (> 555-818) de pixeles (Apéndice 4), obteniendo asi una
matriz binaria (Apéndice 5). La obtencion del dendograma (UPGMA) se hizo
mediante el software Phylip versibn 3.6 utilizando la matriz binaria

anteriormente obtenida.

6.9 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el software STATA version 12. Para
variables independientes se realizd la prueba de t-Student’s. El peso y la
longitud de los 6rganos se ajustaron con el peso corporal individualmente y
normalizaron con respecto a la media del grupo control. Las variables se

consideraron estadisticamente significativas (p<0.05).
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VII. RESULTADOS

7.1 Peso y longitud de 6rganos

El peso y longitud de érganos de ratas administradas con un extracto de pasta
de soya se muestra en el cuadro 2. La pasta de soya disminuyo el peso del
intestino delgado y el peso del intestino grueso (p<0.05) a los 42 dias y a los 98
dias respectivamente (figura 3a, 3b); asi como la longitud del intestino delgado
(p<0.05) a los 98 dias. Sin embargo, no existi6 un cambio significativo en la

longitud del intestino grueso (p>0.05).

Cuadro 2. Peso de 6rganos después de la administracién de un extracto
de pasta de soya.

TRATAMIENTO

PESO DE

ORGANOS CONTROL PASS(;F¢ADE VALOR P
Higado 10+ 0,14 9,88+ 0,73 0,91
Bazo 0,75 +0,35 0,8 £ 0,09 0,72
Rifiones 2,7+£0,14 2,74 £ 0,22 0,58
Pancreas 2,05 +0,49 1,82 +£0,31 0,41
Intestino
Delgado 126,55 £ 8,56 119,5+£ 15,40 0,72
longitud
Ve 9,55 + 0,49 1052+057  0,04*
i Delgado peso
42 Dias Intestino
. 17,55+ 1,63 19,46 + 3,28 0,39
Grueso longitud
Intestino 3,9+0,85 2,96 + 0,81 0,24
Grueso peso
Corazoén 1,30 1,3+0,17 1
Timo 0,7+0,14 0,54 +£0,21 0,39
Estdbmago 2,45+ 0,21 2,52 + 0,30 0,59
Placas de 160 17,4 + 3,45 0,58
Peyer
Higado 11,51 + 0,33 12,03+ 0,89 0,45
Bazo 0,80 £ 0,01 1,0+ 0,20 0,24
56 Dias Rifiones 2,92 £ 0,06 3,19+£0,25 0,22
Pancreas 1,57 £0,70 1,82 £ 0,25 0,45
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Intestino

Delgado 112,75+955 1137 +512 0.9
longitud
Intestino 13,09 + 1,47 12,08 + 1,88 0,59
Delgado peso
Intestino 16,3 + 2,55 18,1+ 1,55 0,26
Grueso longitud
Intestino 3,23 + 0,86 3,44 + 0,84 0,58
Grueso peso
Corazon 1.18+0.14 138+012 0.14
Timo 056+013 062+013 0,49
Estémago 3,90 £ 0,23 3,67 £0,81 0,71
Placas de 195+ 212 17,4+ 1,03 0,08
Peyer
Higado 14 +0.99 1352 + 3.05 0.84
Bazo 0.9+0 073+0,17 0.35
Rifiones 3.6+0,14 292+0,38 0.06
Pancreas 210,28 1,99 £ 0,37 0,87
Intestino
Delgado 1165+ 13,44 982 + 5,64 0,03*
longitud
Intestino 14,95+ 0,35 11,56 + 2.12 0,08
i Delgado peso
98 Dias Intestino
. 16,5 + 2,12 15,56 + 1,63 0,72

Grueso longitud
Intestino 5,2 + 0,42 3,35 + 0,68 0,01*
Grueso peso
Corazon 116 +0 1.20 + 0.46 0.2
Timo 0.45 + 0,07 037+007 0.36
Estomago 63+ 127 428+ 151 0.13
Placas de 21 + 566 19,6 + 4,55 0,68
Peyer

* Asteriscos representan la diferencia significativa entre valores (T-student’s p<0.05).
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Peso y longitud de organos de ratas Sprague Dawley
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Figura 3. Peso y longitud después de la administracion con un extracto de
pasta de soya (0.17g/Kg). a) peso y longitud de los intestinos a los 42 dias de
tratamiento. b) peso y longitud de los intestinos, después de dos semanas de
recuperacion (98 dias). El peso y la longitud de los érganos se ajustaron con el
peso corporal individualmente y se normalizaron con respecto a la media del
grupo control. Los asteriscos representan una diferencia significativa entre los
valores (p<0.05).
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7.2 Marcadores hematoldgicos

Respecto a los marcadores hematolégicos no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en VCM. VCM, volumen corpuscular
medio; MCH, hemoglobina corpuscular media; MCHC, concentraciéon de

hemoglobina corpuscular media (cuadro 3).

Cuadro 3. Marcadores hematoldgicos después del tratamiento.con un
extracto de pasta de soya.

Marcadores

bioquimicos

Control

CEEIMEUES

8 semanas

14 semanas

Leucocitos (x 10%/uL) 8,7+1,5 8,38 +1,65 8,6+2,83 9,76+2,55
Eritrocitos (x 10°uL) 9,05+0,3 8,56+0,48 8,11+0,34 8,42+0,31
Hemoglobina (g/dL) 19,05+0,5 17,98+0,73 16,41+0,25 16,8+0,43

Hematocrito (%) 52,5+0,75 46,81+1,52 43,73+1,17 44,58+1,24

VCM (fL) 52,9+1 5488+165  53,96:2,02  52,98+1,69

MCH (pg) 1025¢0,1  21,03+0,60  20,26%0,66  19,08+0,73

MCHC (g/dL) 36,4+0,45 38,4+0,68  37,56+0,84 37,7+0,69
Plaquetas (4l X 10%3) 662635 .~ 830,83:54,05 001958 944338824

Linfocitos (%) 78,8+1,05 835500  8045:4,60  84,43t235

7.3 Perfil de la microbiota

El nUmero de bandas del perfil bacteriano se muestra en el cuadro 4. En el cual
se muestra a mayor cantidad de bandas en las ratas suplementadas con el
extracto de pasta de soya con respecto al control, sin embargo, esto no fue
estadisticamente significativo (p<0.05). No obstante, el principal cambio en el
perfil de la microbiota bacteriana se observa con la edad en ambos
tratamientos y la pasta de soya solo ocasiono un ligero cambio en la diversidad

microbiana en la semana 8 (figura 4).
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Cuadro 4. Reporte total de bandas del perfil bacteriano por semanas de
tratamiento con un extracto de pasta de soya (QuantityOne).

Extracto de

control Pasta de soya Valor p
Semana 0 12 25 0,21
Semana 6 10 33 0,80
Semana 8 10 35 0,59
Semana 14 10 31 0,91

Pb
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.

CTRL s14
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Figura 4. Perfil electroforético de DNA bacteriano de los pools de ratas
Sprague Dawley por 14 semanas. Tratamiento pasta de soya (0.17g/Kg) por
14 semanas administrada cada tercer dia.
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Figura 5. Dendograma (UPGMA) de los perfiles de bandas bacterianas de
los pools de ratas, por 14 semanas. Extracto de pasta de soya (0.17g/Kg) por
14 semanas cada tercer dia con un descanso intermedio de 14 dias (2
semanas). Los numeros seguidos del nombre indican la semana evaluada con
base al tratamiento con un extracto de pasta de soya (PHYLIP 3.6).
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VIII. DISCUSION

La suplementacién de la pasta de soya aumento el peso de los intestinos de las
ratas. No obstante Medina- Cruz (2018) reporté que la harina o pasta de soya
no ocasiona ningun efecto en el peso y talla de las ratas Sprague Dawley. De la
misma manera Souza etal., (2007) reportaron que no existen cambios
significativos en drganos digestivos en lechones alimentados con pasta de
soya. El aumento de peso podria ser un efecto compensatorio de la interaccion
entre las lectinas y las vellosidades intestinales, con el fin de aumentar la
superficie de la absorcibn de nutrientes (Alatorre-Cruz etal., +2018). Sin

embargo, no se reviso el efecto de la pasta de soya sobre las vellosidades.

Respecto a la microbiota los cambios en el perfil fueron dependientes de la
edad. Vemuri et al., (2018) a través de un estudio de secuenciacion utilizando
la plataforma Illumina reportaron que la actividad proteolitica aumentaba en
personas con edad avanzada, y disminuia la produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC). La disminucion de los AGCC se relaciona con la menor
ingesta de fibra y la administracion de algunos antibidticos durante la vejez. La
disminuciéon de AGCC puede favorecer a las poblaciones intestinales de
bacterias capaces de degradar la mucina, aumentando asi la posibilidad de

entrar patdgenos a la mucosa intestinal (Nagpal et al., 2018).

Respecto a la influencia de lectinas de la pasta de soya, Unicamente se
observé un ligero cambio en la diversidad microbiana en la semana 8, esto
puede deberse a que tuvieron dos semanas de descanso, lo que no permitio
ver el-.cambio completo cuando se suplementa durante las catorce semanas. La
administracion prolongada por via oral de cualquier compuesto afecta de
manera selectiva a la microbiota intestinal y puede favorecer el crecimiento de
organismos que lo metabolicen y lo transformen en metabolitos con mayor o
menor actividad, lo cual ocasiona efectos benéficos o adversos para el
huésped, mediante reacciones predominantes hidroliticas o reductoras, dado
gue la mayor parte de la microbiota intestinal es anaerobia estricta (Universidad
Cooperativa de Colombia - Sede Santa Marta et al., 2014). Proteinas de la

soya como la Glicina y B-conglicina y sus oligosacaridos sirven como fuente de
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energia para las bacterias intestinales (Huang et al., 2016). Sin embargo, Zou
et al., (2018) reportaron que en ratas no hubo cambios significativos durante
tres meses de administracion de soya genéticamente modificada. No obstante,
Miao et al., (2018) reportaron que la harina de soya afecta significativamente la
diversidad en la microbiota intestinal en el pez de cabeza del norte, observando
en mayor abundancia bacterias como Firmicutes y Proteobacterias. Huang
et al., (2016) reportaron en ratas Wistar alimentadas con leche de soya se
observa un incremento de especies bacterianas como Enterococcus,
Lactobacillus y Enterobacter y en disminucidon se encontraban Clostridium,
Bacteroides y Bifidobacterium. Zhao et al., (2011) reportaron que en dietas con
concentraciones de 0.1 a 0.2% de soya ocasionan dafios en el epitelio y

aumentan la permeabilidad intestinal en cerdos.

Las técnicas moleculares son una alternativa para poder identificar cambios en
los perfiles microbianos. Sin embargo, en nuestro experimento se utilizé RISA-
PCR, la cual es una técnica no especifica para familias y grupos bacterianos.
Esta técnica solo sirve para la identificacion de los cambios generales de
diversidad y riqgueza microbiana (Cardinale et al., 2004; Martin-Laurent et al.,
2001). La PCR de Tiempo Real Cuantitativa (qQPCR) es utilizada para diversos
estudios de microbiota intestinal, ya que es una técnica precisa y sensible para
cuantificar ciertas especies bacterianas de muestras intestinales (Xu et al.,
2011; Zou et al., 2018). A través, de la tecnologia de secuenciacién de segunda
generacion ha permitido secuenciar genomas completos en un periodo
relativamente corto. Las plataformas como lon Torrent e lllumina Mi Seq son
capaces de generar lecturas largas, por menos costo y el tiempo de respuesta
es mas rapido y una tasa menor de error (Indugu et al., 2016).

En esta investigacion comprobamos que puede haber un efecto en los cambios
de perfiles, sin embargo, para identificar que microorganismos son los que
cambian se debe de realizar ya sea qPCR 0 una secuenciacion masiva.
Adicionalmente valdria la pena revisar los efectos a un enterocito para revisar
si su efecto antinutricio puede ocasionar tantos cambios en la microbiota, como
en la morfologia de los enterocitos. Por ultimo, durante el experimento se dejé

un periodo de descanso, por lo que, seria importante revisar el efecto sin
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descanso dejando la propuesta para futuras investigaciones, asi como estudios
histoldgicos para observar algun efecto en las vellosidades intestinales.
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IX. CONCLUSION

Las lectinas de la soya aumentaron el peso y longitud de los intestinos, en

diferentes tiempos de administracion.

Los marcadores hematolégicos no se modificaron con la suplementacion de

lectinas de soya.

Los cambios en la diversidad bacteriana fueron dependientes de la edad y solo
se observo un ligero cambio en la semana 8 con la suplementacion de lectinas

de la pasta de soya.
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X. RECOMENDACIONES

De esta investigacion se recomienda lo siguiente para futuras investigaciones:

Identificar familias bacterianas a través de técnicas de gPCR, con el fin de
determinar los cambios en el perfil de la microbiota ocasionados con pasta de

soya.

Realizar estudios histoldgicos, con el fin de observar si la pasta de soya

ocasiond algun dafo en las vellosidades intestinales.
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Xl. APENDICE

Apéndice 1. Carta del comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Naturales de la UAQ.
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Apéndice 2. Analisis de pureza e integridad de DNA en NANODROP 2000c

Concentracioén

Muestra 260/280 260/230 (ng/ mL)
Soya_ SO 1.78 0.36 6.2ng/ mL
Soya_SO 1.47 0.33 12.5ng/ mL
Soya_ SO 1.48 0.39 28.3ng/ mL
Control_SO 1.88 0.80 18.7ng/ mL
Soya_S6 1.87 1.21 35.7ng/ mL
Soya_S6 1.87 1.21 35.7ng/ mL
Soya_S6 1.77 0.52 19.2ng/ mL
Control_S6 1.75 0.52 13.3ng/ mL
Soya_S8 1.89 1.98 61.6ng/ mL
Soya_S8 1.87 191 58.3ng/ mL
Soya_S8 1.91 1.45 39.2ng/ mL
Control_S8 1.82 1.55 86.9ng/ mL
Soya_S14 1.86 2.22 131.5 ng/ mL
Soya_S14 1.87 2.00 64.3 ng/ mL
Soya_S14 1.83 1.95 157.3 ng/ mL
Control_S14 1.86 2.19 323.8 ng/ mL
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Apéndice 3. Preparacion de muestras para PCR

C2 \4 Agua
Muestra (ng/uL) (V] ) destilada
Soya_S0 6.2 5 10 8.06 1.94
Soya_S0 12.5 5 10 4 6
Soya_S0 28.3 5 20 3.53 16.47
Control_SO 18.7 5 10 2.67 7.33
Soya_S6 34.3 5 20 291 17.08
Soya_S6 35.7 5 20 2.80 17.20
Soya_S6 19.2 5 10 2.60 7.40
Control_S6 13.3 5 10 3.75 6.24
Soya_S8 61.6 5 20 1.62 18.37
Soya_S8 58.3 5 20 1.71 18.29
Soya_S8 39.2 5 20 2.55 17.45
Control_S8 86.9 5 20 1.15 18.85
Soya_S14 131.5 5 20 0.76 19.24
Soya_S14 64.3 5 20 1.55 18.44
Soya_S14 157.3 5 20 0.63 19.36
Control_S14 323.8 5 20 0.31 19.70
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Apéndice 4. Perfil electroforético de DNA bacteriano de los pools de ratas
Sprague Dawley por semana identificando como banda positiva
(2555-818) pixeles.

CTRL S0
CTRL S8

= i_]:
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Apéndice 5. Matriz binaria obtenida del programa QuantityOne.

o01000101011010100001010010100
00100001 0O0OBOOOOOOOOODOOOI1IO0OO0O1O0T1O00O0
000011010011 00100O010010010000
00011101001 0101010100110011000
0001010100101 00010100100101c00

Soya_SO
Soya_SO
Soya_SO

Control_SO
Soya_S6
Soya S6
Soya_S6

101001010011 001000O0O0011010100
001001110101 010110000O0O01O0O0110
001001110001 O0O0100100010010100
0011100000101 0101000O0O0O01100101

Control_S6
Soya S8
Soya_S8
Soya_S8

1000101011 010010100O01001200100
1 011100011 1010101001000100101
10001010001011001000O00O0010011
1 001000O0OO0O01O0O1O010010O0O01100100100
0101010011101 0010100010010010

Control_S8
Soya_S14

Soya_S14

100111001001 000110000010001100
1 001010010O01001010600011000100

Soya_S14

Control_S14
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