TESIS DOCTORAL

BACTERIAS LACTICAS PRODUCTORAS
DE METABOLITOS BIOACTIVOS:
CARACTERIZACION FUNCIONAL EN EL
EJE MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO

Lic. Gabriela Agustina Bulacios
Afio 2025




UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN

Facultad de Ciencias Naturales e I.M.L.

O e i W

-::_
7y )
\RRA AD S'g

BACTERIAS LACTICAS PRODUCTORAS DE METABOLITOS
BIOACTIVOS: CARACTERIZACION FUNCIONAL EN EL EJE
MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO

TESIS DOCTORAL
Lic. Gabriela Agustina Bulacios

2025



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES E INSITUTO
MIGUEL LILLO

Miguel Lillo 205 - T. E. +54 381 4239456
CP: 4000 - San Miguel de Tucuman —Republica Argentina

HONORABLE CONSEJO DIRECTIVO

Dr. Eduardo Dominguez
Dra. Mirna Hilal
Dra.Maria Verénica Manzo
Dr. Marcelo Sebastian Moyano
Dra. Nurit Oliszewski
Dra. Elisa Fanjul
Sr. José Luis Roldan
Dra. Maria Soledad Bustos
Srta. Agostina Belén Romano
Srta. Florencia Lujan Rodriguez

Srta. Rocio Agostina Gonzalez

DECANA

Dra. Virginia Sara Luz Abdala

VICEDECANO

Mag. Pablo Sesma

SECRETARIA ACADEMICA

Dra. Maria Elena Puchulu

SECRETARIA DE POSGRADO

Dra. Fabiana del Carmen Cuezzo



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES E INSITUTO
MIGUEL LILLO

Miguel Lillo 205 - T. E. +54 381 4239456
CP: 4000 - San Miguel de Tucuman —Republica Argentina

TRABAJO DE POSGRADO PARA LA OBTENCION DEL GRADO
ACADEMICO SUPERIOR DE DOCTOR/A EN CIENCIAS BIOLOGICAS

CARRERA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Acreditado y Categorizado A ante la
Comisidn Nacional de Evaluacién y Acreditacién Universitaria (CONEAU)
Resolucion No 615/07

Acreditado y Categorizado A ante la
Comisidn Nacional de Evaluacién y Acreditacién Universitaria (CONEAU)
Resolucion No 750/13

Director:
Dra. Maria Pia Taranto

Co-Director:
Dr. Carlos Javier Minhak

Comité Académico:
Dra. Silvana Andrea Apichela

Dr. Martin Eduardo Argafaraz
Dra. Maria Inés Isla
Dra. Roxana Beatriz Medina
Dra. Maria Gabriela Murua
Dra. Maria Lucila Saavedra

Suplentes:
Dr. Sergio Antonio Cuozzo

Dra. Maria Alejandra Polti



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES E INSITUTO
MIGUEL LILLO

Miguel Lillo 205 - T. E. +54 381 4239456
CP: 4000 - San Miguel de Tucuman —Republica Argentina

iy~

o TR
U Memxiv]

TRABAJO DE POSGRADO TITULADO

Bacterias lacticas productoras de metabolitos bioactivos:

caracterizacion funcional en el eje microbiota-intestino-cerebro

TESISTA

Lic. Gabriela Agustina Bulacios

DIRECTORA

Dra. Lucila Saavedra

CO-DIRECTORA

Dra. Elena Posse de Chaves

COMISION DE SUPERVISION

Dr. Diego Ploper
Dra. Guadalupe Vizoso Pinto

Aho 2025



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES E INSITUTO
MIGUEL LILLO

Miguel Lillo 205 - T. E. +54 381 4239456
CP: 4000 - San Miguel de Tucuman —Republica Argentina

Este trabajo de Tesis Doctoral se realizé en el Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA), dependiente del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET), de la Fundacién Miguel Lillo (FML) y de la Fundacion para la Educacion, la
Ciencia y la Cultura (FECIC) y en “Pharmacology Department of the Faculty of Medicine

and Dentistry at the University of Alberta (Edmonton, Canada)”.

comcrr g . [E] UNIVERSITY
o OF ALBERTA

{
i
=z

'((

D
v

Este trabajo de Tesis Doctoral se financid a través de becas y subsidios del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), de la Agencia Nacional de
Promocidn Cientifica y Tecnolégica (ANPCYT) de Argentina y del programa “Emerging

Leaders in the Americas Program (ELAP) - EduCanada, Canada”.

CONICET AGENCIA

- ONAL DE PROMOCION

CIENTIFICA ¥ TECNOLOGICA

U/

N

EduCanada

A world of possibilities
Un monde de possibilités



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCUMAN
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES E INSITUTO
MIGUEL LILLO

Miguel Lillo 205 - T. E. +54 381 4239456
CP: 4000 - San Miguel de Tucuman —Republica Argentina

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral dieron lugar a las

siguientes publicaciones y comunicaciones cientificas:

PUBLICACION EN REVISTAS CIENTIFICAS CON REFERATO INTERNACIONAL

Bulacios GA, Cataldo PG, Naja JR, de Chaves EP, Taranto MP, Minahk CJ, Hebert EM, Saavedra
ML (2023). “Improvement of key molecular events linked to Alzheimer’s disease pathology using
postbiotics”. ACS Omega. DOI: 10.1021/acsomega.3c06805

COMUNICACIONES CIENTIFICAS

Bulacios GA; Naja J; Cataldo PG; Martinez Urquiza P; Elean MD; Posse de Chaves E; Taranto MP;
Beauquis J; Hebert EM and Saavedra L. “In vivo mitigation of scopolamine-induced cholinergic
dysfunction and oxidative stress by selected Lactobacillus strains”. LIX Congreso de la Sociedad
Argentina de Investigaciones Bioquimicas (SAIB 2023).

Cataldo P*; Bulacios G*; Naja J; Elean M, Posse de Chaves E; Taranto MP, Beauquis J, Hebert EM
and Saavedra L. “Healthy aging. Molecular bases for the development of a bioinnovative food
prototype with psychobiotics”. - ISAPP 2023 Annual Meeting — Denver, Colorado, USA.

Acosta LP, Bulacios GA, Saavedra L, Farfan F, Cataldo PG, Elean MD, Naja JR, Hebert EM, Goroso
DG. “Herramienta video gravimétrica basada en software libre para monitoreo de ratones en la
Prueba de Campo Abierto”. - IV Jornadas Cientificas - Salud y Tecnologia: anticipando el futuro
- Academia de Ciencias de la Salud Tucuman (2022).

Bulacios GA, Cataldo PG, Elean MD, Posse de Chaves E' Dupuy F, Minahk C, Hebert EM, Saavedra

L. “Lactic Acid Bacteria reduced pro-inflammatory cytokines expression and oxidative stress on
bv-2 microglia cells stimulated with amyloid beta oligomers”. LVII Congreso de la Sociedad
Argentina de Investigaciones Bioquimicas (SAIB 2021).

Bulacios GA, Salazar PB, Posse de Chaves E, Hebert EM, Minahk C, Saavedra L. “Selection of
Lactic Acid Bacterial strains able to modulate the host central nervous system”. — LV Congreso
de la Sociedad Argentina de Investigaciones Bioquimicas (SAIB 2019).

Cataldo PG, Elean MD, Bulacios GA, Saavedra L, Hebert EM. “Proteomic analysis of gamma
aminobutyric acid production by Lactobacillus brevis CRL 2013 in a chemically defined medium”.
LV Congreso de la Sociedad Argentina de Investigaciones Bioquimicas (SAIB 2019).



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer a mi directora, Lucila Saavedra, por brindarme la
confianza para iniciar este camino, por su acompafiamiento y guia constante, y por
impulsar ideas y proyectos que hoy se reflejan en este trabajo. Pero, en especial, por su
calidez humana y por haberme acompafiado con mucho carifio. Gracias Lult por ser un

ejemplo de fortaleza y por sostenerme en los momentos mds dificiles.

A Elvira Hebert, quien fue como una directora de carifio, por sus valiosos aportes
cientificos y su constante colaboracién en el desarrollo de esta tesis. Gracias Billy por tu
generosidad al compartir tus conocimientos, por tu valiosa capacidad critica y por

preocuparte por mi bienestar.

A mi co-directora, Elena Posse de Chaves, por sus invaluables aportes en el ambito de la
Neurociencia. Gracias por recibirme con tanta amabilidad en tu laboratorio de la
Universidad de Alberta, por brindarme la oportunidad de experimentar nuevas formas
de trabajo y por permitirme conocer culturas diversas, experiencias que enriquecieron

profundamente mi desarrollo profesional y personal.

Ala direccidon de CERELA, por brindarme la oportunidad de realizar mi doctorado en esta
institucion.
A Pia Taranto, por sus charlas y consejos, tanto profesionales como personales, y por el

carino y acompafiamiento constante.
A Carlos Minhak por sus invaluables aportes y colaboracion en el desarrollo de esta tesis.

Al Dr. Raul Raya y a Maria Inés Torino, por compartir sus experiencias y consejos con

tanto entusiasmo y generosidad.

A mis queridos amigos de Gene Il y Tecno IV: Pablo, Jo, Marian, Pauli, Caro, Anita y Nati
Rios. Este camino no hubiera sido igual sin ustedes. Desde aquellos primeros dias en que
me recibieron en el hermoso grupo de Tecno IV hasta estos ultimos afios, en los que
compartimos no solo un gran equipo de trabajo sino, sobre todo, un valioso grupo

humano que me sostuvo y me ayudo a seguir adelante. Gracias por su amistad!



A los chicos del SUM, el nucleo duro: Mari, Flor G., Rami, Sofi, Cony, Hernan, Nati, Emi,
Fran, Lau, Bren, Maxi, Fer y Flor M. Gracias por las charlas, los cafecitos, los amigos
invisibles que se volvieron un clasico para compartir y divertirnos, por los consejos y por

hacer mas lindo el dia a dia.

A todos los becarios de CERELA, gracias a los que brindaron su ayuda
desinteresadamente y por acompafiarme de diferentes maneras a lo largo de todo este

proceso.

A todos los miembros de CERELA, en especial a Edu, Vero, Majo, Lourdes, José Luis,
Pablo, Richard, Nadia, Josefina, Julito, Caro Paz, Mirta, Facu, Sebas y Rocio, por estar
presentes de una u otra forma, y por su gentileza y amabilidad, que siempre hicieron

que me sintiera bienvenida y cdmoda en el lugar de trabajo.

A mis amigas de siempre y de hockey, por su apoyo y los momentos de felicidad

compartidos.

A toda mi familia, por ensefiarme que lo que nos sostiene es el amor y los recuerdos

compartidos, y por mantenernos unidos a pesar de los momentos dificiles.

A mis padres, Carlos y Beatriz, mis mayores referentes. Gracias por ensefiarme, con su
esfuerzo, trabajo y perseverancia, que todo tiene sus frutos. Gracias por su amor infinito
y por transmitirme valores que me acompaifian en cada decisién. Gracias, sobre todo,

por darme la confianza y la libertad para crecer con plenitud.

A mi hermana Andrea, por ser desde siempre mi compafiera de vida. Gracias por tu

apoyo y carifio que nunca faltan.

A Nico, a quien elijo cada dia para transitar esta vida juntos. Gracias por tu apoyo
incondicional, por soportar mis frustraciones y algunos meses de ausencia. En especial,
gracias por tu amor, tu companfia en los momentos buenos y malos, y por ser siempre

mi sostén. Lo que compartimos y lo que proyectamos juntos es lo mas valioso que tengo.



INDICE

—‘




INDICE

RESUMEN ... .. s s s s s s s 1
Y= Y I3 O N 3
ABREVIATURAS, SIGLAS Y SIMBOLOS .......cceeeueeueeeererneeeessesssssesseesssssessessseseessessesnes 5
INTRODUCCION .....ocutiiiiincnccitsesessesesetssssssssesess st s sss st ssssssssenesssssssssessesensans 7
o1 T 1 - N 7
DEFINICION ..t 7
Microbiota iNtestinal ........coouviiiiiiiiie e 10

Eje microbiota intestino Cerebro .........coveeeiveiiieeiiiieiireecrreee e reeeeerenneernnnenennens 12
Bacterias lacticas y su impacto en el eje intestino-cerebro..........ccceeueciriienninnnneee. 14

Bacterias lacticas como psicobioéticos y la produccidon de metabolitos neuroactivos

........................................................................................................................... 16
Microbiota y suimpacto en enfermedades neurodegenarativas..........ccceceveencrennnns 19
Enfermedad de AlZheimer........c.oooiiiiiiiii e 19
Potencial intervencidn de bacterias [acticas ........cooovvvveeiiriiieeiiiiiee e, 24
Antecedentes de nuestro grupo de investigacion sobre BL con potencial efecto
[ T=TVT 0T o T o) (=Tt o ] S 25
[0 oY= Lo T =T 4 =T | 28
Objetivos ESPECIifiCOS ....cceiiirmuuiiiiiiiniiiiiiniiiiiinniiiiiieiiiiiesiiienssiensiiessssseenees 28

Capitulo 1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa derivados de microorganismos

.............................................................................................................................. 30
1410 T 11 Tol o o 30
Materiales Y MELOTOS ....ccuuiiieniiiieirtenereenierteeeteaneeteniereeneeeenserensersnsesssnsessansessnnens 33

L. MlICrOOMZaANISINIOS ... e aan 33

Y, [=To [0 X [N ol U] LAV NPT 33



2.1 Medio protector LEL-GlICEIOl......ccuiiiiiee ettt 33

2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) ........ceeeiiiieiiiieie et 33
e RV I=To [ ol or=1 o [0 TN Y Y o -SSR 33
2.4 Medio quimicamente definido (CDM).......cocuueieiiiiiee et e e 34
3. Condiciones de crecimiento y preparacion de los medios condicionados ...................... 35

4. Determinacion de la actividad anti acetilcolinesterasa (AChE) de los medios

(o] gYe [Toi oY aF=Te [ X o - Tot (=1 g 1= 1 Lo K- PP PR 35
4.1 Obtencion de la enzima acetilcoliNeSterasa ..........vvvvveeeeeeieeiiiiiieee et ee e 35
4.2 INNIDICION D@ ACKE......oueeeeeeeeeeeeeeeee ettt e ettt e e e e e et e st e e s e e e s eesbaaeesesesessaaes 36

4.3 Evaluacién de la actividad proteolitica del medio condicionado de L. delbrueckii

L0 o T I o Tt £ R O ] < 3 PRSP 37

4.4 Evaluacion de fracciones del medio condicionado de CRL 581 en la inhibicidn de

ACNE et e b bt e e h et e s b et e s bt e st et s bt e e s baeenabeesbeesanbeesbaeeaaeas 37
I P 1 Ry - Lo 11 4 o JR SRS 37
Resultados Yy diSCUSION ......cceueiiiiieiiiiiiiiccirricccrreen e srcnn e e e senns e s e ennsseesesnnssesssnnnes 38
Crecimiento de las bacterias lacticas en medio CDM sin cisteina ........c.cccoeeeveeneeneeneennen. 38

Influencia de la actividad proteolitica sobre la inhibicion de AChE ............ccccoeeevviieennneen.. 45

Evaluacién de la actividad inhibitoria de AChE en fracciones del C-MCB de CRL 581 segln

TaMaNO MOIECUIAT ...t 46

Conclusiones PArciales .......ceiireeeiiiiirneiiiiiieiiiiiieniiiiineiinestisssrress 48

Capitulo 2. Evaluacion del efecto protector de los postbidticos frente a la

toxicidad de oligdmeros beta amiloides en modelos celulares del sistema

[ 1= Y/ Lo T« J PP 50
3] 4o Yo 1¥ 1Tl o] 1 50
Materiales y MEtOdOS ......cccuuiiiiieniiiiiiniiiiiiiiiiiirinresrresassresassssssansssssennns 53

I [Tl o T ==Y 1] 4 Vo F- 53



2. Medios de CUILIVOS.......ccooviiiiiiiiii 53

2.1 Medio protector LEL-GlICEIOl.....c.uviiiiiiee ettt e 53
2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) .......ceeevieeecieeeiie e 53
P Y/ I=To [ ol or=1 Lo [0 BN 1Y Y o - SRR 53
3. Condiciones de crecimiento y preparacion de los postbidticos ........cccccveeevciieeieiiieeens 53
A, MOAEIOS 1 VItIO..eeeeeeeee ettt st et 54
4.1 Oligomerizacidn del péptido beta-amiloide AB1-2. ... 54
4.2 Ensayo de CitotOXIiCIAad......ceeiicuiieeieiiiee ettt e et e e e sre e e e eare e e e earaeaeeans 55

4.3 Evaluacién de la actividad antioxidante y la respuesta anti-inflamatoria de los

medios condicionados en CAlUIas BV2.........c.coiiiiiiiiiiiiiieeesee et 55
4.3.1 Capacidad Antioxidante Total .......ccueeeeeiieiiiciiee e 55

4.3.2 Expresion de genes marcadores de inflamacién mediante RT-qPCR................... 56

5. ANALiSiS @STATISTICO....uveitieiieriieree et s 57
ResSUltados Y diSCUSION ....c..ceveuiieenerieneieeeierenneerennereenierensesressesenssssnsesssssessnssesnnnens 58

Efecto de los medios condicionados de las BL sobre la viabilidad de las células N2a y BV2

frente a la toxicidad de los 0AB1-42 58

Efecto de los MCB sobre el estrés oxidativo generado por 0ABi-s; en células de la

Y[l oT={ 1= TR 61

Efecto antiinflamatorio de los medios condicionados bacterianos en células de microglia

Conclusiones PArciales .......cceireeeiiiiinuniiiiiieniiiiiieniiiiiiiestiessrress 66

Capitulo 3. Estudio in vivo del efecto de las BL seleccionadas en un modelo

L1 T¥ T T3 ¥ RN 68
101 o T LT of T« N 68
Materiales y MEtOdOS .......ceuuiiiiieniiiiiieiiiiiiiiiiiirinresrrrsassressssesssanssssssenens 70

1. Animales de experimentacion ..........cccvieeicciee et 70
1.1 Protocolo de alimentacion ..........cooeieiieieeieeierte et 70

2. Modelo de deterioro cognitivo agudo inducido por escopolamina .........ccccceeeeeeiieeeennns 70


file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502

I 1 EF= 1Yo I wlo] Lo (¥ ot N T USRS 71

3.1 Prueba de Reconocimiento de Objetos en Campo Abierto.........ccccceeeeeeieeeecciveeeennee. 71
3.2 Anélisis de videos con el software STUART (Ing. en Sistemas — UTN).........ccceeeuveenee 72
3.3 Exploracidn de objetos en campo abierto.......cccvecveeiiieciiii i 74
4. Pardmetros bioqUIMICOS BN SUBKO......cccecuiieeeeiiieeeeciieeeecreeeeeeireeeesareeeesasaeeessaaeeeseanaeees 76
5. Evaluacidn de translocacidn bacteriana .......c.ccoceeeeeiieiieiiineeeeeeeee 76
6. ANAIISIS @STATISTICO..eeiviiiiiieiiee ettt s 76
7. Preparacién y analisis de homogenatos cerebrales .........ccoccvveeieciiieicciiee e, 76
7.1 DisecCion de CErebro.....oouii it e 76
7.2 Preparacion de homogenatos de Cerebro........ccooiiiicciiecccciee e 77
7.3 Determinacion de concentracion de proteinas.......ccccccceeeeecceeeeeciieeeeeceee e e 77
7.4 ENSay0s NEUrODIOGUIMICOS. .. ..uiiiiiiiieeiiiiee e cciiee s et e eeree e ssvee e e e svee e s s sbeee s s sbeeeeenanes 77
7.4.1 Actividad de enzima acetilcolinesterasa (AChE) ........coouveveeevueereininvereciireee v 77
7.4.2 Actividad catalasa (CAT) ...ccccueeeeecieeeeeciriee ettt eeeee e e e ctee e e e ta e e e e atr e e e eeabreeeeeanaaeaas 77
7.4.3 Determinacion del contenido de peroxidacion lipidica ........ccceeeecveeeecciiieeecnneenn. 78
7.4.4 Estimacion del contenido de glutation reducido (GSH) ......ccveeeeciieeiciiee e, 79

7.5 Analisis de expresidn de citoquinas en cortex e hipocampo por RT-gPCR................. 79
7.6 Analisis protedmico del homogenato de cerebro........cccceeveieiiecciee e, 80
7.6.1 Preparacion, separacion y espectrometria de masa de los péptidos .................. 80
7.6.2 Identificacion y cuantificacion de proteinas ..........ccceeccveeeeeciieeeccciiee e, 81
7.6.3 Procesamiento de datos y analisis estadistico.......ccceeevreeiriiiieeiiciiiee e, 82
ReSUItados Y diSCUSION ...ccuureeneieeneriennereenereaneerennerrensereaseseesserenssessnsesssnsessnssesannens 84

Efecto de los probidticos y la escopolamina sobre los procesos de memoria en la prueba

de reconocimiento de objetos en campo abierto......ccccceeveeciiiiiee e, 84

Efecto de la administracion de las BL y el tratamiento con escopolamina sobre el peso

corporal e ingesta alimentaria de 105 ratones ...........ceeeecvieiiiiiiee e 91
Parametros bioquimicos en suero y translocacidn bacteriana........ccccccceeeecciveeeeiciieeeccnneenn, 91

Efecto de las cepas lacticas seleccionadas sobre la actividad acetilcolinesterasa y el estrés


file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502
file:///C:/Users/Gabi%20Bulacios/Downloads/Manuscrito%20Tesis%20Gabriela%20Bulacios-para%20referencias.docx%23_Toc205818502

oxidativo inducido por escopolaming ........ccocciiiiiiiiiii e 93

Expresion de genes marcadores de inflamacidon mediante RT-qPCR en cértex e hipocampo

............................................................................................................................................. 96
Analisis protedmico del homogenato cerebral.........ccevvvciiiiiiciiie e 99
Andlisis de proteinas expresadas diferencialmente .........cccccvvieeeeiiiicciiiiieeee e, 101
PROTEOMICA DE RATONES MACHOS .......cuviveverieeieie et 101
Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6 ........ccceeeeuveeenneene 103

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lacticas en el modelo de
LT Yole] oTe] =1 0o 11 = T PP PPR 105
Analisis de enriquecimiento CategoOriCO.......uiviiiiriieiiiie e 111
PROTEOMICA DE RATONES HEMBRAS........oviiveeeeeeeeeeeteeeteteteeteseeesesesesssssssesesenns 112
Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6 ........ccceeeeuveennens 113

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lacticas en el modelo de
LT Yole] oTe] =1 0o 1T = T PRSP 115
Analisis de enriquecimiento CategOriCO.......uuvieiiuiiee et et 121

Efecto diferencial del proteoma cerebral segln el sexo frente al tratamiento con los

probidticos en el modelo de deterioro cognitivo inducido por escopolamina....................... 122
CoNClUSIONES PArCIAlES ...cceureeniieeneirieereeneereanerteenerreserensesenssesensssensesennsessnssssenne 125
CONCLUSIONES FINALES ......itmiiiiiiiieiitiiitiiininineetisieeinenssnsesenensssnensssnsnssnsnnses 128
PROYECCIONES ......ccuuiiimiiiiniiiieiiiieiiieaiiineinineireassreessssasssrsssssesesssensssrenssssansssenss 131
2 1 0 S 133

BIBLIOGRAFIA ... .eueeeiieeereeeeeeessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssnsessssssnsessssns 135



Resumen

RESUMEN

En las udltimas décadas, el interés cientifico por comprender cémo la microbiota
intestinal influye en la salud, la homeostasis y el funcionamiento de los principales
sistemas del organismo, incluido el sistema nervioso central (SNC), ha aumentado
notablemente. En este contexto, el estudio del eje microbiota-intestino-cerebro ha
evidenciado que ciertos microorganismos y sus metabolitos son capaces de modular
funciones neuroldgicas y cognitivas, abriendo nuevas perspectivas para el abordaje de

trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (EA).

Entre las estrategias emergentes, el uso de cepas de bacterias lacticas (BL) con potencial
para mejorar la salud del huésped resulta especialmente atractivo por su capacidad de
producir metabolitos bioactivos y por su amplio historial de consumo seguro. Debido a
la gran diversidad de compuestos y beneficios que ofrecen, las BL se perfilan como
candidatas prometedoras en el campo de la salud mental. El tratamiento convencional
de la EA combina inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) con farmacos
antidepresivos, ansioliticos y antiinflamatorios; sin embargo, persiste la necesidad de

terapias complementarias.

En este marco, se evalud el potencial terapéutico de siete cepas BL autéctonas,
conocidas por su capacidad de producir compuestos metabdlicos de interés, analizando

su efecto sobre la actividad de AChE, la neuroinflamacién y el estrés oxidativo.

Inicialmente, se identificd a Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 como capaz
de reducir la actividad especifica de AChE in vitro. A partir de este hallazgo y de
antecedentes previos, se continué trabajando con Levilactobacillus CRL 2013, L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y Enterococcus mundtii CRL 35. En cultivos de microglia
estimulados con oligdmeros del péptido beta amiloide (AB1-42), las tres cepas mostraron
propiedades antioxidantes y redujeron la expresién de IL-1, mientras que Unicamente

CRL 581 y CRL 2013 disminuyeron ademas IL-6 y TNF-a.

Considerando estos resultados, CRL 581 y CRL 2013 fueron seleccionadas para su
evaluacién en un modelo murino de deterioro cognitivo inducido por escopolamina. En
este modelo, ambas cepas mejoraron pardmetros conductuales asociados con la

ansiedad y la memoria, redujeron la actividad de AChE y atenuaron el dafio oxidativo. El
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analisis protedmico de muestras de cerebro revelé que, en machos, la administracion
de las BL se relacioné principalmente con la regulacién del trafico vesicular, la
remodelacién del citoesqueleto y la restauracidon neuronal, mientras que en hembras
predomind la modulacion de funciones nucleares, regulacidon transcripcional y

procesamiento de ARN.

En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii
subsp. lactis CRL 581 como bacterias psicobidticas capaces de modular funciones del
SNC a través de su consumo, constituyendo alternativas prometedoras como terapias

adyuvantes en salud mental.

PALABRAS CLAVE: BACTERIAS LACTICAS, EJE MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO,
PSICOBIOTICOS, ACETILCOLINESTERASA, ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
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ABSTRACT

In recent decades, scientific interest in understanding how the gut microbiota influences
health, homeostasis, and the functioning of major body systems, including the central
nervous system (CNS), has grown substantially. In this context, research on the gut-
brain axis has revealed that certain microorganisms and their metabolites can modulate
neurological and cognitive functions, opening new perspectives for addressing

neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease (AD).

Among emerging strategies, the use of lactic acid bacteria (LAB) strains with potential to
improve host health is particularly attractive, both for their ability to produce bioactive
metabolites and for their long history of safe consumption. Due to the wide variety of
compounds and benefits they offer, LAB stand out as promising candidates in the field
of mental health. Conventional AD treatment combines acetylcholinesterase (AChE)
inhibitors with antidepressant, anxiolytic, and anti-inflammatory drugs; however, the

need for complementary therapies remains.

In this context, the therapeutic potential of seven native LAB strains, known for their
ability to produce bioactive metabolites, was evaluated by analyzing their effects on
AChE activity, neuroinflammation, and oxidative stress. |Initially, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 was identified as capable of reducing specific AChE
activity in vitro. Based on this finding and previous evidence, further studies were carried
out with Levilactobacillus brevis CRL 2013, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581, and
Enterococcus mundtii CRL 35. In microglial cultures stimulated with B-amyloid oligomers
(AB1-42), all three strains showed antioxidant properties and reduced IL-1B expression,

while only CRL 581 and CRL 2013 also decreased IL-6 and TNF-a.

Considering these results, CRL 581 and CRL 2013 were selected for evaluation in a
scopolamine-induced cognitive impairment mouse model. In this model, both strains
improved behavioral parameters associated with anxiety and memory, reduced AChE
activity, and attenuated oxidative damage. Proteomic analysis of brain samples revealed
that, in males, LAB administration was mainly associated with the regulation of vesicular

trafficking, cytoskeletal remodeling, and neuronal restoration, whereas in females,
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modulation of nuclear functions, transcriptional regulation, and RNA processing

predominated.

Taken together, these findings support the potential of L. brevis CRL 2013 and L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 as psychobiotic bacteria capable of modulating CNS
functions through their consumption, representing promising adjuvant therapeutic

alternatives in mental health.

KEYWORDS: LACTIC ACID BACTERIA, MICROBIOTA-GUT—-BRAIN-AXIS, PSYCHOBIOTICS,
ACETYLCHOLINESTERASE, ALZHEIMER'S DISEASE
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ABREVIATURAS, SIGLAS Y SIMBOLOS

°C

Xg
pL
uM
AB
ACh
AChE
AChEI
ADN
ADNc
ARN
ARNm
APP
BL
ChAT
CDM
CEP

Da

DEPs

DMEM

DO

DPzZ

EA

g/l
GABA

KDa

Temperatura en grados centigrados
Aceleracion de la gravedad

Microlitros

Micromolar

Péptido beta amiloide
Acetilcolina
Acetilcolinesterasa
Inihibidores de la AChE
Acido desoxiribonucleico
ADN copia

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Proteina precursora del péptido amiloide, del inglés Amyloid precursor protein

Bacterias lacticas

Colina acetiltransferasa

Medio quimicamente definido, del inglés Chemically defined medium

Proteinasa asociada a envoltura celular del inglés cell-envelope associated

proteinase
Cantidad suficiente para

Daltons

Proteinas expresadas diferencialmente, del inglés Differentially expressed

proteins

Dulbecco's Modlified Eagle's Medium
Densidad dptica

Donepecilo

Enterococcus

Enfermedad de Alzheimer
Gramos

Gramos por litro

Acido gamma-aminobutirico
Hora

Interleuquina

Kilo Daltons
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L. Lactobacillus

LDR Leche descremada reconstituida

M Metros

M Molar

mg/kg Miligramos por kilo

mg/mL Miligramos por mililitro

min Minutos

mL Mililitros

mm Milimetros

mM Milimolar

MRS Medio de cultivo De Man-Rogosa-Sharpe
MCB Medio condicionado bacteriano

ng Nanogramos

nm Nandmetros

nmol Nanomoles

p/v Peso por volumen

PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida
PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
ppm Partes por millon

ROS Especies reactivas del oxigeno

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute
s Segundos

S-Ala Succinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanina p-nitroanilida
SCO Escopolamina

SDS Dodecilsulfato de sodio

SF Solucidn fisioldgica

SNC Sistema nervioso central

SNE Sistema nervioso entérico

subsp. Subespecie

TGl Tracto gastrointestinal

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

u Unidades enzimaticas
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INTRODUCCION

Microbiota

Definicion

La microbiota se define como el conjunto de microorganismos vivos que conviven en un
entorno comun e incluye bacterias, arqueas, hongos, virus, protozoos (Hou et al., 2022).
A principios del siglo XX, se descubrié que hay una gran variedad de microorganismos
gue coexisten en diferentes sistemas del cuerpo humano. Actualmente, se sabe que
cada ser humano alberga entre 10 y 100 billones de células microbianas que viven en
una relacién simbiética, superando en nimero a las células humanas (Sender et al.,
2016). En los ultimos afios ha surgido el concepto microbioma, que hace referencia a
una comunidad compleja de microorganismos, sus genes y metabolitos que habitan en
un entorno, como el cuerpo humano, y que influyen de manera fundamental en la salud
del hospedador (Hoffmann et al., 2016). Si bien su definicion es compleja y esta en
constante evolucién, el microbioma abarca tanto la composicién como la funcion de
estas comunidades microbianas. Las tecnologias de secuenciacion masiva han
revolucionado la capacidad de estudiar y entender el microbioma, permitiendo
identificar microorganismos no cultivables y realizar analisis detallados de las
comunidades microbianas y sus funciones (Ursell et al., 2012). Se estima que el material
genético del microbioma es 100 veces mayor que el del genoma humano completo (Berg

et al., 2020).

Estas comunidades microbianas estan ampliamente distribuidas en todo el cuerpo
humano, incluyendo la piel, boca, vias aéreas, tracto genitourinario y, especialmente, el

tracto gastrointestinal (Figura 1) (Kennedy & Chang, 2020; Reynoso-Garcia et al., 2022).
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Distribucion de principales filos
bacterianos en el cuerpo humano

Boca

Firmicutes, Proteobacteria,

i ’ . Bacteroidetes, Actinobacteria
Vias resplratorlas y Fusobacteria
Firmicutes (Streptococcus y
Veillonells)

Bacteroidetes (Prevotella)

Piel
Actinobacteria,
Bacteroidetes,
Firmicutes y
Proteobacteria

Tracto gastrointestinal
Firmicutes, Bactercidetes,
Actinobacterias, Proteobacterias
y Verrucomicrobia.

Vagina
Firmicutes (Lacfobacillus)

=, Existe entre 10 y 100 billones de bacterias simbidticas
en el cuerpo humano y mas de 10000 especies.

Figura 1. Distribucidn diferencial de las comunidades microbianas de acuerdo al sitio anatémico.

La mayor colonizacién de microorganismos en la piel se encuentra en las glandulas,
plieguesy foliculos, en donde la humedad y nutrientes favorecen su crecimiento. Dentro
de la microbiota de la piel encontramos bacterias pertenecientes a los filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria, mientras que los hongos que
habitan generalmente este nicho pertenecen principalmente al género Malassezia (Byrd

et al., 2018; Hou et al., 2022).

Durante mucho tiempo se considerd al pulmdén como un drgano estéril, actualmente se
sabe que existe una comunidad microbiana compleja formada por bacterias, virus y
hongos que constituyen la microbiota respiratoria (Nguyen et al., 2015; Wypych et al.,
2019). Estos microorganismos desemperian un papel esencial en la salud respiratoria y
en la patogénesis de diversas enfermedades pulmonares, interactuando con el sistema
inmunoldgico del huésped (Ramirez-Labrada et al., 2020). En pacientes sanos, los

principales microorganismos que habitan este nicho pertenecen a los filos Firmicutes
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(incluyendo Streptococcus spp. y Veillonella spp.) y Bacteroidetes (incluyendo Prevotella

spp.) (Man et al., 2017; Whiteside et al., 2021).

De forma andloga, el sistema nervioso central fue considerado histéricamente un
entorno estéril. Sin embargo, estudios recientes han detectado ADN y estructuras
bacterianas en cerebros post mortem, tanto de individuos con enfermedad de
Alzheimer (EA) como de controles sanos (Hu et al., 2023; Ko et al., 2024; Moné et al.,
2023). En algunos casos, se han observado diferencias en la abundancia relativa de
ciertos taxones en la EA; no obstante, las limitaciones metodoldgicas y el riesgo de
contaminacién impiden establecer una relacion causal en la actualidad (Senejani et al.,

2022).

La microbiota oral constituye una de las comunidades microbianas mdas complejas del
organismo, integrada por bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoos que colonizan
diversos nichos de la cavidad bucal (Baker et al., 2024). Esta comunidad mantiene un
equilibrio dindmico con el sistema inmune, pero su alteracion (disbiosis) se asocia al
desarrollo de enfermedades periodontales, y recientemente ha cobrado relevancia
estudiar la relacion de la periodontitis con el desarrollo de enfermedades sistémicas
como la EA (Dioguardi et al., 2020). De hecho, se han detectado en tejido cerebral
bacterias orales como Streptococcus, Haemophilus, Prevotella, Fusobacterium,
Porphyromonas, Neisseria, Campylobacter y Alloprevotella, lo que sugiere una posible

contribucién de esta microbiota a la patogénesis de la EA (Emery et al., 2022).

En hombres, la microbiota del tracto genitourinario es escasa, mientras que en mujeres
sanas cumple una funcidn clave como barrera contra patdgenos. Esta microbiota uro-
vaginal estda dominada por lactobacilos, que reducen el pH vaginal mediante la
produccién de acido lactico y compuestos antimicrobianos, lo que ayuda a prevenir

infecciones (Boskey et al., 1999; Hou et al., 2022; Ma et al., 2012).

Ademas, esta microbiota tiene un rol esencial en la colonizacion inicial del intestino del
recién nacido, fuertemente determinada por el tipo de parto. Durante el parto vaginal,
los neonatos adquieren principalmente bacterias como Lactobacillus, Prevotella,
Bacteroides y Bifidobacterium. En cambio, en partos por cesarea, predomina la

colonizacidn por bacterias cutaneas y hospitalarias, con menor diversidad y retraso en
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la aparicion de géneros beneficiosos como Lactobacillus y Bifidobacterium (Rodriguez et
al., 2015; Rutayisire et al., 2016). Con el tiempo, la microbiota intestinal del lactante se
diversifica y se estabiliza hacia un perfil adulto, con influencia clave de la dieta: los bebés
alimentados con leche materna presentan mayor presencia de Bifidobacterium vy
Lactobacillus que aquellos alimentados con formula (Reynoso-Garcia et al., 2022). Este
proceso de maduracién, especialmente en los primeros tres afios, es critico para la salud

y el neurodesarrollo (Vandenplas et al., 2020).

Microbiota intestinal

Los microorganismos presentes en el intestino juegan un papel fundamental en la
proteccion contra patdgenos, el desarrollo del sistema inmunolégico vy la salud general
del huésped. Como se describié anteriormente, el inicio de la colonizacidon de esta
microbiota tiene lugar al momento del nacimiento y se considera que su madurez se
produce entre los 2-5 aifos de edad, permaneciendo relativamente estable durante toda

la vida adulta (Rodriguez et al., 2015; Vandenplas et al., 2020).

IH

A pesar de que no existe una definicion de microbiota “normal” y teniendo en cuenta la
gran variabilidad interindividual, se sabe que los individuos sanos comparten un nucleo
de grupos bacterianos formado por dos filos principales, Firmicutes y Bacteroidetes y en
menor medida por otros como ser Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria,
Tenericutes y Verrucomicrobia (Alvarez et al., 2021; Rosenberg, 2024). Sus porcentajes

pueden variar a causa de distintos factores que incluyen la edad, genética, dieta, el estilo

de vida y el consumo de farmacos, especialmente antibidticos (Rodriguez et al., 2015).

Funcidn de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal cumple con diferentes funciones en el huésped incluyendo

nutriciéon, proteccién y funciones estructurales.

Los microorganismos intestinales descomponen carbohidratos complejos como fibras
gue las enzimas humanas no pueden digerir. De esta forma, facilitan la absorcion de
nutrientes esenciales y producen acidos grasos de cadena corta como el butirato y el
propionato, beneficiosos para la salud intestinal y general del huésped (Nicholson et al.,
2012; Sonnenburg & Backhed, 2016). Algunas bacterias de la microbiota intestinal

pueden sintetizar vitaminas, como la vitamina K y algunas del complejo B (Molina et al.,

10
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2009; Torres et al.,, 2016, 2020), y producir compuestos bioactivos con efectos

beneficiosos para la salud (Brown et al., 2017; Elean et al., 2020).

Por otro lado, la microbiota intestinal desempefia un papel crucial en el desarrollo y la
regulacion del sistema inmunoldgico. Ayuda a entrenar a este sistema para reconocer y
combatir patégenos, al tiempo que evita reacciones inmunitarias excesivas contra
diferentes compuestos (Elean et al., 2021; Honda & Littman, 2012). En cuanto a las
funciones estructurales, el biofilm bacteriano que recubre las mucosas contribuye a
preservar la integridad de la barrera epitelial y ademds actia como barrera protectora
frente a la invasidon de patégenos, compitiendo por recursos y produciendo compuestos
antimicrobianos que ayudan a prevenir y combatir infecciones (Kamada et al., 2013;

Pickard et al., 2017).

Disbiosis

Aunque la microbiota tiende a ser relativamente estable en un individuo y puede
recuperar su estado original tras una perturbacién, cuando la exposicién a factores
negativos es prolongada o recurrente, los cambios pueden volverse dificiles de revertir.

Esto resalta la importancia de evitar alteraciones constantes que puedan comprometer

su equilibrio y funcionalidad.

Cuando se produce un desequilibrio o alteracién en la composiciéon y funcién de la
microbiota intestinal hablamos de disbiosis. Esta se manifiesta con un sobrecrecimiento
de especies patdgenas y una disminucion de bacterias “beneficiosas”, y estos cambios
pueden estar asociados a enfermedades y trastornos del sistema gastrointestinal y de
otros sistemas del cuerpo humano (Cho & Blaser, 2012; GEM Project Research
Consortium et al., 2016). Dentro de las enfermedades intestinales asociadas a la
disbiosis se encuentran el sindrome de intestino irritable, la enfermedad celiaca y la
enfermedad inflamatoria intestinal (Butto & Haller, 2016). Ademas, existe evidencia que
relaciona a este desequilibrio con el desarrollo de otras patologias como la obesidad,
sindrome metabdlico, alergias, enfermedades autoinmunes e incluso neuroldgicas
(Haran & McCormick, 2021; Kriss et al., 2018; Levy et al., 2017). Concomitantemente, la
disbiosis intestinal puede provocar cambios en la respuesta inmune, aumentando la

permeabilidad epitelial y favoreciendo la translocaciéon bacteriana, lo que lleva a un

11
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aumento en el riesgo a desarrollar infecciones (Biedermann & Rogler, 2015; Carding et

al., 2015).

Todo esto resalta la importancia de mantener una microbiota equilibrada para la salud
integral del organismo y actualmente existen diversas estrategias para contrarrestar la
disbiosis mediante intervenciones terapéuticas dirigidas a restaurar el equilibrio

microbiano que se detallaran mas adelante.

Eje microbiota intestino cerebro

La salud del cuerpo humano, la homeostasis y el funcionamiento de los principales
sistemas, incluido el sistema nervioso central (SNC), estan significativamente
influenciados por la microbiota intestinal. En la ultima década, ha crecido el interés por
estudiar el impacto de estos microorganismos en la salud mental a través del eje
microbiota-intestino-cerebro. Este es un sistema de comunicacion bidireccional
complejo que se establece entre la microbiota intestinal y el cerebro (Cryan & Dinan,
2012). Se ha observado que un desequilibrio en estos microorganismos esta asociado
con trastornos del estado de animo, como la ansiedad y la depresidn, y puede afectar el
comportamiento y la cognicién (Carabotti et al., 2015; Meyer-Luehmann et al., 2008).
Por otro lado, existe evidencia que demuestra que la microbiota intestinal influye en el
desarrollo y progresion de enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y el
Parkinson (Fung et al., 2017; Pang et al., 2026; Sampson et al., 2016; Scheperjans et al.,
2015; Vogt et al., 2017). Esto se debe, en parte, al efecto que tienen los microorganismos
presentes en el intestino sobre la inflamacién, la funcién de la barrera hematoencefalica

y a la capacidad que tienen de producir metabolitos neuroactivos.

La comunicacién entre la microbiota y el SNC se produce a través de tres vias principales

que incluyen mecanismos de sefalizacién nerviosa, inmunitaria y circulatoria (Figura 2).

El sistema nervioso entérico (SNE) estd formado por una compleja red neuronal que
controla la funcidn gastrointestinal de forma auténoma, regulando la secrecién de
fluidos, la absorcién de nutrientes y la contraccidon muscular intestinal. Ademas, las
neuronas que conforman el SNE participan en el intercambio de informacién entre el
intestino y el cerebro a través del nervio vago, una de las principales vias de

comunicacidon estudiadas en este eje. Se ha demostrado que las seiiales aferentes del
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intestino, transmitidas a través del nervio vago, pueden influir en la actividad cerebral

(Forsythe et al., 2014).

Otra forma importante de comunicacién en este eje se produce a través del sistema
circulatorio, donde participan neurohormonas intestinales como la serotonina,
dopaminay acido gamma-aminobutirico (GABA). Las células neuroendécrinas del tracto
gastrointestinal, conocidas como células enterocromafines (CE), tienen la capacidad de
secretar diversas sustancias, donde podemos destacar la produccién de serotonina
(Strandwitz, 2018). Este neurotransmisor afecta la motilidad intestinal y la funcién
inmune local. Ademas, diversos estudios han demostrado que los niveles de serotonina
en el intestino se correlacionan con los niveles en el cerebro, influyendo en el estado de

animo y la ansiedad (O’Mahony et al., 2015; Yano et al., 2015).

Por otro lado, se ha descripto que las bacterias intestinales también producen una
variedad de metabolitos que influyen en el SNC incluyendo acidos grasos de cadena
corta (AGCC) como el acetato, propionato y butirato, los cuales pueden atravesar la

barrera hematoencefalica y actuar sobre el cerebro (Dalile et al., 2019).

La tercera via fundamental de comunicacidn es a través del sistema inmune. Las células
inmunes, como macréfagos, neutréfilos y células dendriticas, producen compuestos que
intervienen en la inflamacién y el sistema mientérico. La neuroinflamacidn, mediada en
gran parte por la composicion de la microbiota intestinal, es uno de los ejes centrales de
las enfermedades neuropsiquiatricas y neurodegenerativas. Las células inmunes del
intestino pueden liberar citoquinas, como la interleucina-1B y el factor de necrosis
tumoral a, que actlan a través del eje intestino-cerebro en la corteza prefrontal y el
hipocampo, influyendo en el estado de animo y la cognicién (Carabotti et al., 2015; Fung

et al.,, 2017).

En conclusion, el eje microbiota-intestino-cerebro es un sistema de comunicacién
complejo que tiene un impacto significativo en la salud mental y en la progresion de
ciertos signos de las enfermedades neurodegenerativas. La microbiota intestinal influye
en la funcién cerebral a través de vias nerviosas, endocrinas e inmunitarias,
demostrando su papel esencial en la regulacion del estado de dnimo, el comportamiento

y la cognicion. En consecuencia, entender este eje puede ofrecer nuevas perspectivas
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para el tratamiento y la prevencién de diversas enfermedades neuroldgicas vy

psiquiatricas.

Circulacién
sistémica
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Figura 2. Eje microbiota-intestino-cerebro. El cerebro, el intestino y la microbiota constituyen tres nodos
de comunicacién bidireccional. El sistema inmune, el nervio vago, el sistema circulatorio y el sistema

nervioso entérico son las principales vias de comunicacion.

Bacterias lacticas y suimpacto en el eje intestino-cerebro

El eje intestino-cerebro proporciona a las bacterias intestinales y sus metabolitos una
via de acceso al cerebro, regulando asi la expresion de factores clave (Collins et al.,
2012). Estudios metagendmicos han revelado que el microbioma humano tiene el
potencial de generar numerosas moléculas bioactivas, incluidas histamina, serotoninay
acido y-aminobutirico (GABA) (Wall et al.,, 2014). Dentro de este grupo de
microorganismos se encuentran las bacterias lacticas (BL), siendo los géneros

Lactobacillus y Enterococcus los mds abundantes.

Las BL han surgido en las ultimas décadas como actores clave en la interaccidon del eje
microbiota-intestino-cerebro (Aguirre-Garcia et al., 2025) y pertenecen a un grupo
heterogéneo de bacterias Gram positivas, que se caracterizan por ser cocos o bacilos,

catalasa negativos, generalmente inmodviles, no esporulados y anaerobios o
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aerotolerantes. Producen dcido Il4ctico como principal producto durante Ia
fermentacion de azlcares (Borner et al., 2019) y ciertas cepas de BL tienen la capacidad
de producir y liberar compuestos beneficiosos en los alimentos, denominados
nutracéuticos. Estos ingredientes pueden ser macronutrientes (acidos grasos
insaturados), micronutrientes (vitaminas y polioles) o compuestos no nutritivos
(enzimas hidroliticas y flavonoides), que pueden estar naturalmente presentes en los
alimentos, ser anadidos como ingredientes alimentarios o ser producidos in situ por

ciertas BL (Abedin et al., 2024).

Algunas especies de BL son consumidas como probidticos ya que pueden sobrevivir a un
pH bajo y permanecen transitoriamente en el intestino (Khushboo et al., 2023). Los
probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso para la salud del hospedador
(Hill et al., 2014). Es importante destacar que, si bien algunos mecanismos de accién son
comunes en una amplia variedad de microorganismos probidticos, como la regulacion
del transito intestinal o la exclusién competitiva de patégenos (Sanders et al., 2018)
otros, como los efectos inmunomoduladores, neuroldgicos o la produccién de
compuestos bioactivos de interés, suelen ser especificos de cada cepa. Esto resalta la
importancia de realizar estudios que permitan probar el efecto probiético de una cepa
bacteriana en particular, ya que este beneficio no puede extrapolarse automaticamente
a otro microorganismo, incluso dentro de una misma especie (Hill et al.,, 2014) .
Independientemente si el mecanismo de accidn es especifico o general, es fundamental
contar con evidencia cientifica que respalde el beneficio del probidtico para la salud, ya

sea a nivel especifico de cepa o de grupo.

Tradicionalmente se enfatizd en el uso de microorganismos vivos para obtener un efecto
beneficioso en la salud del hospedador. Sin embargo, en los ultimos afios, muchos
investigadores se han centrado en estudiar directamente los productos del metabolismo
microbiano y sus beneficios. Si bien su definicion sigue siendo objeto de debate, la
Asociacidn Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP por sus siglas en
inglés) hace referencia a los “postbidticos” como microorganismos inactivados y/o
sus componentes que, cuando son administrados en cantidades adecuadas, ejercen un

efecto benéfico para la salud (Salminen et al., 2021).
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En este contexto, el uso de ciertas cepas de BL con potencial para mejorar la salud del
huésped es especialmente prometedor, no solo por su capacidad de producir
metabolitos bioactivos de interés, sino también por su larga trayectoria de aplicacién

segura y consumo en alimentos.

Bacterias lacticas como psicobidticos y la produccion de

metabolitos neuroactivos

El grupo del Dr. John Cryan (University College Cork, Irlanda) acuid el término
"psicobidtico" para referirse a aquellos probidticos que, al ser ingeridos en cantidades
adecuadas, brindan un beneficio a la salud mental (Dinan et al., 2013; O’Riordan et al.,
2025). Algunos de estos microorganismos son capaces de producir sustancias
neuroactivas, como el acido gamma-aminobutirico (GABA) y la serotonina, que actuan

directamente sobre el eje intestino-cerebro.

Como se menciond anteriormente, el sistema nervioso entérico juega un papel muy
importante como intermediario en este eje. Una vez que las moléculas son secretadas
por los microorganismos en el tracto gastrointestinal (TGI), estas translocan la pared
intestinal y pueden interactuar con diferentes receptores clave, como los receptores
tipo Toll y los receptores acoplados a proteinas G, los cuales a su vez inducen las
correspondientes cascadas de sefializacién (Foster & Zhou, 2015; Torres-Fuentes et al.,

2019).

Entre los psicobidticos, muchos lactobacilos poseen efectos beneficiosos en la salud
mental mediante la liberacidon de péptidos bioactivos que pueden llegar a la circulacion,
atravesar la barrera hematoencefdlica y finalmente alcanzar el sistema nervioso central
(SNC). Estos péptidos pueden ser generados por el sistema proteolitico de las bacterias
gue actua sobre las proteinas de la dieta. Un ejemplo interesante lo constituyen los
péptidos opioides que pueden originarse a partir de la caseina (Pessione & Cirrincione,

2016).

Por otro lado, multiples estudios han identificado BL de diversos géneros y especies,
como Lactococcus lactis, Levilactobacillus brevis, Lentilactobacillus buchneri,
Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus plantarum,

Lactilactobacillus sakei, Limosilactobacillus reuteriy Streptococcus thermophilus, con la
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capacidad de sintetizar GABA. Entre ellas, algunas cepas de L. brevis aisladas de
productos fermentados destacan por su elevada productividad de GABA, lo que las
convierte en un foco de interés para aplicaciones biotecnolégicas y funcionales (H. Li et
al.,, 2010; Wu & Shah, 2017). Este compuesto bioactivo es de gran relevancia debido a
sus efectos antihipertensivos, antidepresivos y antidiabéticos, y contribuye a la
sefializacion del eje intestino-cerebro a través de diferentes vias que incluyen neuronas
entéricas, células enteroenddcrinas y células inmunitarias (Carabotti et al., 2015; Hebert
etal., 2015). Por otro lado, Bravo et al., 2011 demostraron que una cepa de L. rhamnosus
era capaz de regular la expresién de diferentes receptores de GABA en el sistema
nervioso central a través del nervio vago . Estos hallazgos son claves, ya que sugieren
que las BL pueden ser importantes en el tratamiento de los trastornos relacionados con
la salud mental, como Ila inflamaciéon, la ansiedad y las enfermedades

neurodegenerativas.

Otro metabolito de interés es el neurotransmisor acetilcolina (ACh). En humanos, la
enzima colina acetiltransferasa (ChAT) es la encargada de la sintesis de ACh dentro del
citosol de las neuronas, utilizando dos moléculas precursoras: colina y acetil-CoA. La
enzima ChAT es considerada un componente celular bdsico, ya que se expresa en la

mayoria de las células humanas (Wessler et al., 2003).

Diversos estudios han destacado que la acetilcolina es sintetizada también por plantas,
algas y bacterias, lo que la posiciona como una molécula de sefalizacion
extremadamente antigua en la escala evolutiva. En 1914, se describié una de las
primeras evidencias de producciéon de ACh a partir de un microorganismo, el hongo
Claviceps purpurea (Ewins, 1914). Posteriormente, en 1947, Stephenson y Rowatt
demostraron que una cepa de Lactiplantibacillus plantarum era capaz de sintetizar este
neurotransmisor (Rowatt, 1948; Villageliu et al., 2018). En un modelo de Alzheimer
utilizando ratas albinas se vio que el tratamiento con el probidtico L. plantarum MTCC
1325 mejoraba el desempeno de los animales en pruebas de memoria y aprendizaje, y
a su vez, se vio un aumento en los niveles de acetilcolina en el cerebro en comparacién
a los animales del grupo control (Nimgampalle, 2017). Estos resultados son de gran

importancia ya que la acetilcolina es crucial para lamemoria y la cognicidn. Sin embargo,
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la funcién de este neurotransmisor en estos microorganismos y las enzimas

responsables de su sintesis siguen siendo desconocidas.

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es otro neurotransmisor esencial, sintetizado
tanto en el SNC como el SNE del tracto gastrointestinal. La producciéon en el SNC
representa solo el 5% de la sintesis total de serotonina en el cuerpo (O’Mahony et al.,
2015). Esta produccidn se origina a partir del aminoacido esencial triptéfano, que debe
atravesar la barrera hematoencefdlica y en el cerebro es hidroxilado a 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) por la enzima triptéfano hidroxilasa tipo 2. Luego, el 5-HTP es

descarboxilado para formar serotonina (Jenkins et al., 2016).

En la periferia, la mayor parte de la serotonina es producida en el epitelio
gastrointestinal, donde las células enterocromafines generan aproximadamente el 90%
de la serotonina total del cuerpo (Margoob et al., 2024). Esta produccién es crucial para
regular diversas funciones, como la secrecién de liquidos, la motilidad intestinal y la

percepcion del dolor visceral.

La microbiota intestinal también juega un papel crucial en la interaccidn de la serotonina
gastrointestinal y el SNC, especialmente a través del metabolismo del triptéfano. En una
via indirecta, la microbiota intestinal influye en la disponibilidad de triptéfano y la
sintesis de serotonina a través de enzimas responsables de la degradacidon de este
aminodcido en la via de la quinureina (Correia & Vale, 2022). En un estudio realizado en
ratones libres de gérmenes, se observé un aumento en las concentraciones plasmaticas
de triptofano, lo que resultd en niveles elevados de serotonina en el hipocampo (Clarke

et al.,, 2013).

Algunas cepas bacterianas utilizan el triptéfano, limitando asi su disponibilidad para el
huésped y para la posterior sintesis de serotonina (Milligan et al., 1978). Ademas de
utilizar este aminodcido para su crecimiento, ciertas bacterias albergan enzimas como
la triptofanasa, que convierte el triptéfano en indol (J.-H. Lee & Lee, 2010). Un equilibrio
adecuado entre la utilizacidn bacteriana del triptofano y su disponibilidad para la sintesis
de serotonina es esencial para mantener la homeostasis y la salud general del huésped.
Por otro lado, algunos investigadores sefialaron que ciertas bacterias pueden sintetizar

triptéfano a través de enzimas como la triptéfano sintasa, favoreciendo indirectamente
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la biosintesis de serotonina (Raboni et al., 2009; Yanofsky, 2007). Ademas, se describid
gue sorpresivamente ciertas cepas bacterianas pueden producir serotonina a partir del
triptéfano, al menos in vitro (O’Mahony et al., 2015). En un estudio realizado en cerdos,
se observd que el uso de antibidticos provocéd un aumento en la cantidad de
Lactobacillus amylovorus, lo que se correlacioné positivamente con un incremento en
las concentraciones de serotonina en el colon. Posteriormente, utilizando células
epiteliales intestinales porcinas, se encontré que el metabolito microbiano acetato
generaba un aumento en la expresiéon de la enzima triptéfano hidroxilasa tipo 1 (TPH1),

regulando asi la sintesis de serotonina en células IPEC-J2 (Z. Liu et al., 2023).

Microbiota y su impacto en enfermedades neurodegenarativas

Enfermedad de Alzheimer

Teniendo en cuenta la importancia y el rol de la microbiota intestinal en la modulacién
de la salud mental, en los ultimos 10 aiflos han aumentado las investigaciones enfocadas
en dilucidar el efecto de estos microorganismos y sus metabolitos en los cerebros
adultos y en los trastornos neurodegenerativos, que usualmente ocurren en personas

de edad avanzada.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno que provoca la degeneracién de las
células en el cerebro y es la principal causa de demencia en ancianos, se caracteriza por
un deterioro cognitivo y la perdida de independencia en las actividades diarias
personales. En Argentina, se estima que el nimero de pacientes con EA es alrededor de
300.000 (Allegri et al., 2007; Calandri et al., 2024; Rojas et al., 2011), mientras que a
nivel mundial afecta a casi 50 millones de personas. La EA puede clasificarse en dos tipos
principales: formas familiares (que representan entre el 1-5% de los casos) y formas
esporadicas (mas del 95% de los casos). La EA familiar se caracteriza
predominantemente por mutaciones genéticas autosémicas dominantes en los genes
de la proteina precursora de amiloide (APP), presenilina 1 (PS1) y presenilina 2 (PS2),
gue suelen manifestarse entre los 30 y 65 afios y progresan de manera rdpida. En
contraste, la EA esporadica, también conocida como EA de inicio tardio, generalmente
aparece después de los 65 afios y esta influenciada por una combinacion de riesgos

genéticos, factores ambientales y diversas comorbilidades. Los estudios de asociacion
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de genoma completo (GWAS) y los metaanalisis de genomas completos han identificado
numerosos loci genéticos de riesgo asociados con la EA esporadica, implicando vias
relacionadas con la respuesta inmune, el metabolismo lipidico, las placas de AB, los
ovillos neurofibrilares y la endocitosis. Factores no genéticos como los estilos de vida,
factores psicosociales, ambiente y enfermedades relacionadas con la EA
(comorbilidades y complicaciones) pueden aumentar el riesgo de desarrollarla, al
modificar vias bioldgicas y la susceptibilidad genética, lo que dificulta identificar una

causa directa de la patologia clinica en la EA (J. Zhang et al., 2024).

Diversas hipdtesis han sido planteadas para explicar la etiologia de la enfermedad de
Alzheimer (EA) esporadica. Entre las mas reconocidas se encuentra la hipdtesis amiloide,
que propone que la alteracién en la produccién y el procesamiento del péptido B-
amiloide constituye el principal desencadenante, y la hipétesis colinérgica, que plantea
que la disfuncién colinérgica desempena un papel central en el desarrollo de la
enfermedad. No obstante, hasta el momento no existe un modelo Unico y
completamente aceptado que explique de manera integral la patogénesis de la EA (P.-

P. Liu et al., 2019).

La hipdtesis amiloide plantea que la produccién descontrolada de oligdmeros toxicos
del péptido AB42 vy la consiguiente formacion de ovillos de tau inducen la muerte
neuronal. Se propone que con la edad o en condiciones patolégicas, la proteina
precursora del péptido amiloide (APP) es escindida de manera anédmala por las enzimas
B- y y-secretasa, lo que resulta en un desequilibrio entre la produccion y eliminacién de
los péptidos AR (AB40y AB42), generando su acumulacion. Un aumento en la proporcion
de AB42/AB40 promueve su agrupacion en oligdmeros que inducen neurotoxicidad,
dano oxidativo y fomentan la hiperfosforilizacién de la proteina tau, llevando finalmente
a la muerte de células neuronales y a la neurodegeneracién (Breijyeh & Karaman, 2020;

Kumar et al., 2015; Paroni et al., 2019).

Otra caracteristica predominante en estos pacientes se atribuye a niveles elevados de
marcadores inflamatorios y la liberaciéon continua de moléculas proinflamatorias que
pueden alterar la funcién sinapticay llevar a la muerte neuronal e inhibir la neurogénesis
(Leng & Edison, 2021a). En el cerebro, el proceso de neuroinflamacién esta mediado por

las células de la glia, que cumplen funciones importantes en el metabolismo y el sistema
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inmune, actuando sobre la regeneracidn, nutricién y proteccion neuronal (Andronie-
Cioara et al., 2023). Las células de la glia incluyen astrocitos, oligodendrocitos y
microglia. Los astrocitos proporcionan soporte estructural a las neuronas, participan en
la formacién y mantenimiento de la barrera hematoencefalica y controlan el paso de
sustancias entre la sangre y el cerebro. Ademads, contribuyen a la reparacidn del tejido
cerebral y juegan un papel crucial en la regulacién de la actividad y plasticidad neuronal
(Santello et al., 2019; Siracusa et al., 2019). Los oligodendrocitos son células gliales
especializadas en la formaciéon de mielina, esencial para la transmisién eficiente de
sefiales nerviosas en el sistema nervioso central. Cada oligodendrocito puede envolver
multiples segmentos de los axones, formando la vaina de mielina, lo que permite que
los impulsos nerviosos se transmitan de manera rdpida y eficiente a lo largo de las

neuronas (Kuhn et al., 2019; Mrak et al., 1995).

La microglia actia como la principal célula inmunitaria del SNC y desempefia un papel
clave en la respuesta inmune y la defensa contra patégenos y lesiones en el cerebro. Es
responsable de la eliminacién de desechos celulares, proteinas mal plegadas y otros
materiales extracelulares del SNC (Colonna & Butovsky, 2017; Nordengen et al., 2019).
La microglia presenta dos tipos de fenotipo: el proinflamatorio (M1) y el antiinflamatorio
(M2) (Figura 3) (Y. Tang & Le, 2016). La activacidén de la microglia hacia un estado M1
produce la liberacidn de factores inflamatorios en respuesta a un agente externo. Un
periodo agudo de inflamacion forma parte de un mecanismo fisiolédgico normal. Sin
embargo, en el contexto de ciertas enfermedades neurodegenerativas, donde este
estado inflamatorio es crénico, la microglia se mantiene activa en un fenotipo M1,
produciendo un exceso de citoquinas proinflamatorias y neurotoxicidad (Heneka et al.,
2015). Algunas seiales que pueden llevar a la microglia hacia el estado M1 estdn
relacionadas con el estilo de vida, como la falta de suefio, el estrés, la exposicion a
agentes téxicos como el alcohol y el tabaco, las infecciones crénicas, la disbiosis y la
inflamacidn sistémica, como la obesidad y la resistencia a la insulina. En la EA, se cree
que la activacion de la microglia, ocurre en respuesta a la acumulacién de oAB y tau
(Busche & Hyman, 2020). Estudios longitudinales en humanos muestran que la
inflamacidn cerebral sigue una trayectoria bifasica: primero, la microglia se activa para

eliminar AB, pero posteriormente, a medida que aumentan los depdsitos de tau, la
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inflamacién se intensifica y contribuye al dafio neuronal (Ismail et al., 2020). Sin
embargo, aun existen controversias sobre el papel causal exacto de la neuroinflamacion

y la secuencia de eventos entre AB, tau y la respuesta inmune.
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Figura 3. Activacion y polarizacion de la microglia. En estado quiescente (MO) la microglia censa el
microambiente del SNC para iniciar la respuesta requerida. Dependiendo del estimulo puede adquirir
diferentes tipos de activacion con diversas funciones. El perfil M1-proinflamatorio es el principal
responsable del dafo ocasionado por su activacidon crdénica en enfermedades neurodegenerativas. La

microglia del fenotipo M2 desempeiia funciones antiinflamatorias y reparadoras.

Otra de la hipdtesis mas estudiada para comprender la patogenia de esta enfermedad,
es la teoria colinérgica. En el cerebro, la acetilcolina (ACh) desempefia un papel crucial
en procesos como la memoria, la atencidn, el procesamiento de informacién sensorial,
el aprendizaje y otras funciones vitales. La enzima colina acetiltransferasa (ChAT) es la
responsable de la sintesis de ACh en el citoplasma de las neuronas colinérgicas a partir
de colina y acetil-coenzima A y luego es transportada a las vesiculas sinapticas por el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Una vez en la hendidura sinaptica, la
ACh se une a los receptoras muscarinicos y nicotinicos. Finalmente, la enzima

acetilcolinesterasa (AChE) se encarga de su hidrdlisis produciendo acetato y colina que
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se reciclan nuevamente en la terminal presindptica (H. Ferreira-Vieira et al., 2016;
Hampel et al., 2018). En pacientes con EA se ha observado una degeneracién de las
neuronas colinérgicas ubicadas en la base del cerebro, en el nucleo basal de Meynert

(Geula et al., 2021).

Ademas de este déficit colinérgico, la EA presenta otras alteraciones tempranas en la
neurotransmisiéon que contribuyen al dafio sinaptico. Entre ellas destaca la
hiperexcitabilidad neuronal, asociada a un desequilibrio entre excitacidn e inhibicidn,
caracterizado por un aumento de la sefializacién glutamatérgica y una reduccién de la
inhibicion GABAérgica. Este desbalance favorece la excitotoxicidad, la disfuncién
sindptica y el deterioro cognitivo (Targa Dias Anastacio et al., 2022). Los oligdmeros de
AB interfieren con la recaptacién de glutamato, provocando su acumulacién y la
sobreactivacion de receptores NMDA, mientras que la proteina tau altera la funcién de
los transportadores de glutamato, incrementando su liberacion y reduciendo su

eliminacion (Toniolo et al., 2020).

Por otro lado, la teoria infecciosa de la EA, junto con estudios sobre la microbiota,
plantea que infecciones y disbiosis microbiana podrian desempefiar un papel clave en
su patogénesis. En pacientes con EA se han descrito alteraciones en la microbiota
intestinal, con un incremento de bacterias patdgenas como Escherichia y Shigella,
asociadas a inflamacidn sistémica y neuroinflamacién (Cattaneo et al., 2017). Evidencias
recientes indican que el AB podria actuar como péptido antimicrobiano (AMP) actuando
como una molécula de defensa inmune innata para proteger al huésped frente a una
amplia variedad de agentes infecciosos. Aunque esta acumulacién de AP podria
representar una respuesta defensiva inicial, su exceso y persistencia en el tiempo
favorecen procesos patolégicos y contribuyen a la neurodegeneracioén caracteristica de
la EA (Gosztyla et al.,, 2018). De hecho, como se menciond previamente, se han
detectado bacterias orales en tejido cerebral, lo que refuerza la hipdtesis infecciosa.
Estudios epidemiolégicos han identificado una asociacién entre la periodontitis y la EA;
sin embargo, la naturaleza de esta asociacién no se conoce con certeza. Trabajos
recientes sugieren que la colonizacion del cerebro por el patégeno periodontal
Porphyromonas (P.) gingivalis puede vincular la condicion inflamatoria y degenerativa

ya que la infeccidn oral por P. gingivalis en ratones provocé la colonizacion del cerebro
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y aumenté la produccién de ABi-42 (Singhrao & Olsen, 2019). Ademds, se ha detectado
evidencia de infiltracién de P. gingivalis en especimenes de autopsias de cerebros de
personas con EA y en liquido cefalorraquideo de personas diagnosticadas con EA

(Dominy et al., 2019).

Potencial intervencidon de bacterias lacticas

Actualmente, los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa y los agentes que bloquean
los receptores NMDA de glutamato, como la memantina, son los pilares del tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer (Breijyeh & Karaman, 2020). Estos tratamientos estan
dirigidos, respectivamente, a la desregulacion colinérgica y glutamatérgica que subyace
o deriva de su fisiopatologia. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos solo
son efectivos para tratar los sintomas de la EA, pero no curan ni previenen la

enfermedad en si misma.

Dado el limitado arsenal terapéutico disponible y el conocido impacto de la microbiota
intestinal en el SNC, ha surgido un creciente interés en los uUltimos anos por dilucidar
como los cambios en la composicidn microbiana podrian ofrecer nuevas oportunidades
terapéuticas para atenuar, al menos parcialmente, algunos de los signos distintivos de

las enfermedades neurodegenerativas, como la neuroinflamacién y el estrés oxidativo.

Entre estos cambios o terapias microbianas, destacan el uso de bacterias lacticas y/o los
metabolitos que estas producen, con el fin de emplearlos como herramientas en el
tratamiento de patologias relacionadas con el envejecimiento, como la enfermedad de
Alzheimer (J. Lee et al., 2016). Aunqgue existe una amplia evidencia del efecto beneficioso
de las bacterias lacticas en la salud del hospedador, es importante destacar que incluso
cepas de la misma especie de bacterias probidticas pueden afectar de manera diferente
la fisiologia del hospedador (G. Reid, 2016). Esto subraya alin mds la importancia de
estudiar especificamente cada cepa bacteriana y evaluar su efecto teniendo en cuenta

su especificidad de accién, para aprovechar al maximo su eficacia.
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Antecedentes de nuestro grupo de investigacion sobre BL con

potencial efecto neuroprotector

Considerando el potencial terapéutico de las BL y sus metabolitos en la salud mental, la
presente tesis doctoral propone investigar los mecanismos mediante los cuales cepas
benéficas productoras de compuestos bioactivos podrian influir en patologias
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA). Estas bacterias no solo son
capaces de generar metabolitos claves, sino que también pueden modular la respuesta
inflamatoria e inducir vias de sefializacién involucradas en el eje microbiota-intestino-
cerebro, lo que sugiere un rol beneficioso en el contexto de la EA. Para abordar este
objetivo general se seleccionaron y evaluaron distintas cepas de BL con propiedades
previamente demostradas y documentadas, que podrian impactar en diferentes

aspectos de la fisiopatologia de la enfermedad.

En nuestro laboratorio, se demostrd que la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
CRL 581 posee un sistema proteolitico capaz de generar péptidos bioactivos con efectos
anti-hipertensivos y anti-inflamatorios (Espeche Turbay et al.,, 2012; Villegas et al.,
2015). A su vez, esta cepa mostro actividad inmunomoduladora per se en un modelo de
activacion del receptor tipo toll 3 activado por Poly:C tanto in vitro como en un modelo

murino (Elean et al., 2020, 2021).

Por otro lado, se optimizaron los pardmetros fermentativos para la produccidon de GABA
en Levilactobacillus brevis CRL 2013, una cepa con potencial para su uso como fabrica
microbiana para la produccién de GABA a partir de glutamato monosddico con
porcentajes de conversion superiores al 95 % en medios complejos (Cataldo, Villegas, et
al., 2020). GABA un neurotransmisor clave que regula la excitabilidad neuronal, tiene
efectos ansioliticos y calmantes, y su presencia podria ayudar a contrarrestar la
disfuncién del sistema GABAérgico observada en pacientes con Alzheimer. Ademas, esta
cepa se utilizdo para fermentar un jugo de frutilla bioenriquecido en GABA y mostrd
propiedades inmunomoduladoras tanto in vitro como in vivo en un modelo de activacion

del Receptor Tipo Toll 4 (Cataldo, Villena, et al., 2020).

Dado que la inflamacién crénica y la neuroinflamacién son factores criticos en la

patogénesis del Alzheimer y de otras enfermedades neurodegenerativas, estas cepas de

25



Introduccion general

BL podrian contribuir a mitigar estos procesos mediante la reduccion de la inflamacién

sistémica y local, y modular la respuesta inmune.

También se estudid a Enterococcus mundtii CRL 35 y Enterococcus faecium CRL 1879,
dos cepas seleccionadas por su capacidad para producir compuestos antimicrobianos
llamados bacteriocinas (Bonacina et al., 2014; Salvucci et al., 2007, 2012; Sudrez et al.,
2013). Considerando la teoria infecciosa de la EA y la evidencia que vincula a la
microbiota con su patogénesis, se plantea que las infecciones y la disbiosis microbiana
podrian desempefar un papel relevante en el desarrollo de la enfermedad. Asi, las
estrategias orientadas a modular la microbiota, junto con los enfoques antibacterianos,

podrian resultar beneficiosas.

Limosilactobacillus reuteri CRL 1098 y Lactobacillus coryniformis CRL 1001 se destacan
por su capacidad de producir vitamina B12 (Molina et al., 2009; Torres et al., 2016), un
compuesto esencial para el buen funcionamiento del sistema nervioso y la formacién de
glébulos rojos. Estudiar estas BL en el contexto de la EA es interesante, ya que la
deficiencia de vitamina B12 se ha vinculado con un mayor riesgo de desarrollar diversas
patologias neuropsiquiatricas (Green et al., 2017). Ademds, la suplementaciéon de
vitamina B12 a través de probidticos podria no solo corregir deficiencias, sino también
tener un impacto positivo en la salud mental y la funcidn cognitiva (Calvaresi & Bryan,

2001; Moore et al., 2012).

Teniendo en cuenta la enorme diversidad de beneficios y compuestos producidos por
las BL, es que surgen como una alternativa prometedora para ser utilizadas en la salud
mental. El tratamiento de los pacientes con Alzheimer incluye, ademds de los
inhibidores de la acetilcolinesterasa, antidepresivos, ansioliticos, neurolépticos y
antiinflamatorios. La busqueda de tratamientos mas simples es importante para aliviar
la carga de los esquemas actuales. Esta investigacién busca explorar la capacidad de BL
aisladas de alimentos fermentados autdctonos como potenciales nuevas vias
terapéuticas para el tratamiento adyuvante de la enfermedad de Alzheimer,
centrandose en el efecto de metabolitos producidos por las BL sobre la actividad de la
AChE, la neuroinflamacién y el estrés oxidativo lo que podria ofrecer nuevas

perspectivas en el desarrollo de terapias innovadoras contra esta enfermedad.
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Objetivos

Objetivo General

Avanzar en el conocimiento global sobre la produccién de metabolitos bioactivos por
bacterias lacticas (BL) y su impacto en el eje microbiota-intestino-cerebro. En particular,
evaluar aquellos con potencial relevancia en enfermedades neurodegenerativas,

especialmente en la enfermedad de Alzheimer (EA).

Objetivos Especificos

OE1. Evaluar si BL autdctonas seleccionadas, son productoras de compuestos

neuroactivos capaces de inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa in vitro.

OE2. Seleccionar BL y/o sus metabolitos que sean capaces de: i) modular la sobrevida
celular (neuronas/glia) frente a la toxicidad de oligémeros del péptido amiloide ABi1-a;

ii) modular la actividad antioxidante y la respuesta anti-inflamatoria in vitro.

OE3. Evaluar el efecto benéfico de las BL seleccionadas en un modelo murino de

deterioro cognitivo.
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Introduccion: Capitulo 1

Capitulo 1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa derivados de

microorganismos

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que
afecta al sistema nervioso central (SNC) y se caracteriza por la pérdida gradual de
funciones cognitivas y cambios severos en la personalidad y el comportamiento. La
degeneracion neuronal en el nucleo basal de Meynert, principal fuente de proyecciones
colinérgicas hacia el neocdrtex, es una de las primeras alteraciones observadas en esta
enfermedad (A. K. L. Liu et al., 2015). Estudios post mortem han revelado hallazgos
caracteristicos como la pérdida de neuronas y sinapsis, la acumulacién de placas
amiloides y ovillos neurofibrilares, y deficiencias en la neurotransmision colinérgica,
asociadas con un descenso significativo de los niveles de acetilcolina (ACh). Estas
alteraciones contribuyen al deterioro cognitivo y funcional de los pacientes que padecen
esta enfermedad (Coyle et al., 1983; Hampel et al., 2018).

Entre las estrategias terapéuticas disponibles, los inhibidores de la acetilcolinesterasa
(AChE) han sido ampliamente utilizados para compensar la disminucién de ACh, un
neurotransmisor clave para la memoria y el aprendizaje. Estos compuestos, la mayoria
obtenidos a partir de sintesis quimica como el donepecilo y la rivastigmina, o los
alcaloides naturales derivados de plantas como la galantamina o la huperizina A, han
mostrado cierta eficacia paliativa, sin embargo, presentan importantes limitaciones,
como efectos secundarios adversos (nduseas, vomitos y hepatotoxicidad) y baja
biodisponibilidad (Breijyeh & Karaman, 2020; Sharma, 2019).

Si bien ha surgido un creciente interés por los compuestos naturales derivados de
plantas y estos han sido la principal fuente de inhibidores naturales de la AChE, su
explotacién excesiva plantea problemas de sostenibilidad (Xiao et al., 2022). Los
microorganismos, en cambio, ofrecen una fuente prometedora, ecoldgica y mas
rentable para la obtencion de estos compuestos.

Aunque hasta el momento existen pocos estudios publicados sobre la produccion de
inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) en microorganismos, se ha identificado una

notable diversidad que incluye hongos, bacterias marinas y actinobacterias, lo que
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sugiere un vasto potencial aun por explorar (Zaki et al., 2020a). Desde la década de 1980,
se han estudiado inhibidores de AChE (AChEl) en diversas especies microbianas,
destacdndose los hongos como una fuente rica en compuestos bioactivos. Hongos de
los géneros Penicillium, Aspergillus, Acremonium y Paecilomyces han producido
metabolitos como la huperzina A, un alcaloide con efectos farmacolégicos relevantes,
que incluyen la inhibicidn selectiva de AChE, proteccién contra el estrés oxidativo y
posibles aplicaciones en enfermedades neurodegenerativas (Su et al., 2017; Su & Yang,
2015; Y. Wang et al., 2011). Ademas, otros alcaloides como las quinolactacinas Ay B de
Penicillium sp. han demostrado actividad inhibidora de AChE y propiedades
antiinflamatorias (W.-G. Kim et al., 2001). Asimismo, terpenoides derivados de hongos
han mostrado potentes actividades inhibitorias (Deng et al., 2013). Por otra parte, las
actinobacterias y bacterias del género Bacillus también destacan en la produccién de
inhibidores de AChE. Por ejemplo, Streptomyces sp. AH-14 fue pionero en la produccién
de fisostigmina (Murao & Hayashi, 1986), mientras que otras cepas, como Streptomyces
lavendulae, generaron cyclophostin, un inhibidor con un IC50 de 7.6 uM (Kurokawa et
al., 1993). En el ambito marino, se identificaron metabolitos como el
geranylphenazinediol de una cepa de Streptomyces, con un IC50 de 2.62 uM (Ohlendorf
et al., 2012). En cuanto a Bacillus subtilis, estudios recientes han demostrado que la cepa
M18SP4P, aislada de esponjas marinas, inhibié un 54% de la actividad de la AChE,
identificAndose dos componentes activos en sus metabolitos (Pandey et al., 2014). Ese
mismo afio, Wang y colaboradores demostraron que otra cepa de Bacillus subtilis era
capaz de inhibir la actividad de la AChE, aunque el compuesto responsable no pudo ser
identificado. Estos avances subrayan la importancia de los microorganismos como
fuentes prometedoras de nuevos AChEl, ofreciendo un potencial terapéutico
significativo frente a enfermedades neurodegenerativas y otros trastornos (Zaki et al.,
2020).

En particular, las bacterias lacticas (BL) han demostrado ser una herramienta versatil en
la produccién de metabolitos bioactivos, como vitaminas del complejo B, acidos grasos
de cadena corta, péptidos antimicrobianos (bacteriocinas) y neurotransmisores como el
acido y-aminobutirico (GABA) (Bonacina et al., 2014; Cataldo, Villena, et al., 2020; Torres
et al., 2016). Estos metabolitos no solo ejercen efectos beneficiosos en el organismo,

sino que también podrian desempefiar un papel clave en la modulacién de la
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comunicacion intestino-cerebro, lo que sugiere un posible impacto positivo en
enfermedades neurolégicas.

Los estudios recientes destacan el potencial de las BL como fuentes de postbidticos,
definidos como preparaciones de microorganismos no viables y/o sus componentes
que, en cantidades adecuadas, benefician la salud (Salminen et al., 2021). Ademas de
sus propiedades inmunomoduladoras y antioxidantes, estos metabolitos podrian
contribuir al manejo de la EA al reducir la inflamacion y el estrés oxidativo, asi como
paliar la deplecién de acetilcolina al inhibir la actividad de la AChE, una hipdtesis que
hasta ahora ha sido poco explorada (Akbari et al., 2016).

En este trabajo se busca evaluar la capacidad de BL benéficas, aisladas de alimentos
fermentados autdctonos, para producir metabolitos con actividad inhibitoria sobre la
AChE, mediante el analisis in vitro de sus medios condicionados. Este enfoque no solo
amplia el conocimiento sobre las propiedades funcionales de estas bacterias, sino que
también podria proporcionar nuevas perspectivas en el desarrollo de terapias

adyuvantes innovadoras para la EA.
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Materiales y métodos

1. Microorganismos

Se utilizaron siete cepas de BL, pertenecientes a la Coleccidn de Cultivos CRL (CERELA-
CONICET-FML-FECIC), las cuales fueron seleccionadas debido a sus propiedades
beneficiosas previamente descriptas. Las BL utilizadas son: Limosilactobacillus reuteri
CRL 1098, Lactobacillus coryniformis CRL 1001, Lacticaseibacillus rhamnosus CRL 2156,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581, Levilactobacillus brevis CRL 2013,
Enterococcus mundtii CRL 35 y Enterococcus faecium CRL 1879.

Las bacterias del género Lactobacillus fueron mantenidas en medio MRS durante 16
horas a 372C sin agitacion, mientras que aquellas pertenecientes al género Enterococcus
se activaron rutinariamente en caldo LAPTg bajo las mismas condiciones de tiempo y

temperatura.

2. Medios de cultivo

2.1 Medio protector LEL-glicerol

El medio LEL utilizado para la preservacién de las BL consiste en leche descremada en
polvo (10 g), extracto de levadura (0,5 g), glucosa (1 g) y agua destilada en c.s.p. 100 mL.
Este medio se esterilizé a 115 °C (0,6-0,7 atm de presion) durante 20 min. Luego, se

agrego glicerol, esterilizado previamente (121 °C, 20 min), con una concentracion final

del 10% (v/v).

2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS)

Peptona de carne 10 g/L; extracto de carne 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa
20 g/L, K2HPO4 2 g/L, acetato de sodio 5 g/L, citrato triamdnico 2 g/L, MgS04.7H,0 0,2
g/L, MnS04.H,0 0,05 g/Ly Tween 80 1 g/L; pH 6,4. Se esterilizé a 121°C durante 20 min.
Para el crecimiento de L. brevis CRL 2013 se prepard un medio MRS modificado
conteniendo glucosa y fructosa como fuente de carbono; ambos azucares al 1 % (p/v)

(MRS-GF).

2.3 Medio caldo LAPTg

Peptona de carne 15 g/L; tripteina 10g/L; extracto de levadura 10 g/L; glucosa 10 g/Ly
Tween 80 1g/L; pH 6,5. El medio se esterilizd a 121°C durante 20 min.
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2.4 Medio guimicamente definido (CDM)

Se preparé un medio quimicamente definido (CDM de sus siglas en inglés) de acuerdo a

lo descripto por Hebert et al., 2001. Inicialmente, se utilizé6 un medio CDM completo

como se detalla en la Tabla 1 para evaluar el comportamiento de las cepas de BL en este

medio quimicamente definido. El medio se prepard a partir de soluciones individuales

concentradas de cada componente, previamente esterilizadas (121 °C, 20 min).

Tabla 1- Composicién del medio quimicamente definido (CDM)

Concentracion

Concentracion

Componente | (o1 cign stock | Coneentracion Componente el adl | TRl
(/L) final (g/L) (/L) final (g/L)
Glucosa 200 20 Aminodcidos
Acetato de sodio 250 5 L-alanina 10 0,10
Citrato de amonio 100 L-arginina 10 0,10
KH2PO4/K2HPO4 300 6 L-asparagina 20 0,20
MgS04.7H20 40 0,2 L-acido aspartico 20 0,20
MnSO4.4H20 5 0,025 L-cisteina 20 0,20
Tween 80 50 1 L-glutamina 20 0,20
Mezcla de L-acido glutamico 20 0,20
vitaminas RPMI Glicina 10 0,10
1640 L-histidina 10 0,10
D- Biotina 0,02 L-isoleucina 10 0,10
Cloruro de colina 0,3 L-leucina 10 0,10
Acido félico 0,1 L-lisina 10 0,10
Mioinositol 3,5 L-metionina 10 0,10
Niacinamida 0,1 L-fenilalanina 10 0,10
p-aminobenzoato 0,1 L-prolina 10 0,10
Ca-pantotenato 0,025 L-serina 10 0,10
Piridoxina HCI 0,1 L-treonina 10 0,10
Riboflavina 0,02 L-triptéfano 2,5 0,10
Tiamina HCI 0,1 L-tirosina 10 0,10
Vitamina B12 0,0005 L-valina 10 0,10
KCl 0,2 Bases nitrogenadas

NaCl 8 Guanina 2 0,01
NazHPO4 1,15 Adenina 2 0,01
KH2PO4 0,2 Uracilo 2 0,01
Xantina 2 0,01

Luego, para llevar a cabo los ensayos de inhibicién de AChE, se utilizé6 un medio CDM sin

cisteina con la finalidad de evitar reacciones cruzadas resultantes de la unién del grupo

tiol de la cisteina presente con el medio, con el croméforo DTNB utilizado en el método

de Ellman que se describird mas adelante.
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3. Condiciones de crecimiento y preparacion de los medios

condicionados

Cada cepa de BL fue cultivada en medio CDM y luego de 24 h de incubacion se registré
el pH final y la densidad 6ptica a 600 nm (DOsoonm). LOs cultivos fueron centrifugados, se
ajusto el pH de los sobrenadantes a un pH de 7 utilizando NaOH 1 M vy se filtraron a
través de un filtro de 0,22 um. Estos medios condicionados conteniendo los postbioticos

y crecidos en medio CDM se denominaron medios condicionados bacterianos (C-MCB).

4, Determinacion de la actividad anti acetilcolinesterasa (AChE) de
los medios condicionados bacterianos

4.1 Obtencion de la enzima acetilcolinesterasa

Se utiliz6 AChE de eritrocitos humanos (AChE-E) y de cerebro de ratéon (AChE-C),
obteniendo estas isoformas segun se describe en Salazar et al. (2017) con algunas
modificaciones.

Brevemente, AChE-E se obtuvo de sangre humana de voluntarios sanos mediante
venopuncion utilizando Na;EDTA como anticoagulante. La sangre se centrifugd (3.500 x
g, 20 min), se descarto el plasma y los glébulos blancos, y los eritrocitos se lavaron tres
veces con 10 volumenes de NaCl al 0,9 %. Posteriormente, los eritrocitos fueron
hemolizados con 30 volumenes de buffer de hemdlisis (5 mM de buffer de fosfato pH
7,4 conteniendo 1 mM de NazEDTA). Las muestras fueron sometidas a ciclos repetidos
de centrifugacion (13.000 x g, 20 min) para obtener membranas libres de hemoglobina.
Todos los pasos se realizaron a 4 2C. Finalmente, el pellet con las membranas libres de
hemoglobina se resuspendieron en buffer de hemélisis.

La acetilcolinesterasa de cerebro (AChE-C) fue obtenida de ratones C57BL/6 adultos
pertenecientes al bioterio de CERELA. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical bajo anestesia con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg). El cerebro
completo se removié cuidadosamente y se colocé en una placa de Petri estéril con PBS
frio. Se disecciond el cerebelo y se realizé un corte del plano sagital medio del cerebro.
Cada hemisferio fue colocado en un tubo de 2 mL conteniendo 3 perlas de vidrio (5 mm)
previamente pesadas. Luego de colocar el cerebro, el tubo se pesd inmediatamente para
calcular el peso del tejido por diferencia. Se afiadié buffer de homogenizacion al 10 %

(p/v) y se realizaron 4 ciclos de agitacion vigorosa para disgregar el tejido. La mezcla fue
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centrifugada a 10.000 x g, 10 min a 4 °Cy el sobrenadante se colocé en un nuevo tubo.
El homogenizado resultante se mantuvo a 4 °C hasta su uso posterior.

El contenido total de proteinas de las muestras conteniendo la AChE-E y la AChE-C se
determind por el método de Bradford utilizando albdmina sérica para construir la curva

estandar.

4.2 Inhibicion de AChE

Como control de inhibicion de AChE se utiliz6 donepecilo (Donepes, Laboratorio
Richmond) a diferentes concentraciones y se determiné la actividad de AChE por el
método de Ellman. La inhibicién de la enzima se graficé en funcién de las diferentes
concentraciones de donepecilo, se obtuvo una curva sigmoidal y los datos se ajustaron
utilizando un modelo logistico de cuatro parametros, empleando el algoritmo de

Marquardt-Levenberg (SigmaPlot 12.0) para el analisis e interpretacion.

El efecto de los medios condicionados bacterianos (C-MCB) sobre la actividad de AChE
se determind mediante el método de Ellman, utilizando acetiltiocolina (ATC) como
sustrato (Ellman et al., 1961). En resumen, AChE-E y AChE-C se diluyeron en PBS
conteniendo 0,33 mM de acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB). Luego, se afiadid
20 plL de cada C-MCB y se incubé durante 10 minutos a 37 °C. Las reacciones se iniciaron
al agregar ATC a una concentracion final de 0,5 mM y se midi6 la absorbancia del 2-nitro-
5-tiobenzoato (TNB) generado a 412 nm a 37 °C en un lector de microplacas Infinite 200
PRO (Tecan Trading AG, Suiza). Como control se reemplazaron los MCB por el medio
CDM sin inocular. La cinética fue seguida a 37°C durante 5 minutos con intervalos de 30
segundos.

Los resultados se expresaron como actividad especifica de la enzima considerando el
tiempo de reaccion (5 min) y el coeficiente de extincion molar del producto formado
(TNB) a37°C (13,8 x 103 Mt cm™), lo que proporcioné valores de actividad expresados
en nanomoles de TNB producidos/minuto. Finalmente, el valor se normalizé en funcién
del contenido proteico, expresandose los resultados como nanomoles por minuto por
miligramo de proteina (actividad especifica).

Luego, se evaluaron cantidades crecientes del medio condicionado inhibidor. Para ello,
se afadieron distintos volumenes del C-MCB de la cepa CRL 581 a una mezcla de

reaccion que contenia AChE-E y 0,33 mM de DTNB y las muestras se pre-incubaron
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durante 10 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadié ATC a la mezcla, y la formacion
de TNB se monitored a 412 nm durante 5 minutos a 37 °C. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicién enzimatica, considerando las reacciones control sin
inhibidor como referencia de 0 % de inhibicion.

4.3 Evaluacion de la actividad proteolitica del medio condicionado de L.

delbrueckii subsp. lactis CRL 581

Se determind la actividad proteolitica del C-MCB de la cepa L. delbrueckii subsp. lactis
CRL 581 siguiendo el protocolo de Espeche Turbay et al., 2012. Brevemente, se prepard
una mezcla de reaccion conteniendo 50 mM de tampdn fosfato de sodio (pH 7,0), 1,5 M
de cloruro de sodio, 2 mM del sustrato cromogénico N-succinil-AlaAla-Pro-Phe-pNa (S-
Ala, Sigma-Aldrich), y 15 pL del C-MCB de CRL 581. La mezcla de reaccion fue incubada
a 40 °C durante 10 min y se detuvo la reaccién mediante la adicion de acido acético al
25 %. La actividad enzimatica fue medida siguiendo a 410 nm la liberacién de p-
nitroanilina (pNA) a partir del sustrato cromogénico S-Ala, utilizando un lector de placas

VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.4 Evaluacion de fracciones del medio condicionado de CRL 581 en la
inhibicion de AChE

El C-MCB de la cepa CRL 581 fue fraccionado en dos partes utilizando una membrana
Amicon Ultra-2 de 3 kDa (Merck). Posteriormente, ambas fracciones resultantes fueron
evaluadas para su capacidad de inhibir la actividad de AChE utilizando el protocolo

descripto en el punto 4.2.

5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y graficos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas
mediante la aplicacion de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. A menos que se
indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de tres ensayos independientes

+ desviacidon estandar (DE).
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Resultados y discusion

Crecimiento de las bacterias lacticas en medio CDM sin cisteina

Teniendo en cuenta la enorme diversidad de compuestos bioactivos producidos por las
bacterias lacticas, en primer lugar, se utilizaron los medios condicionados conteniendo

los metabolitos producidos por las bacterias seleccionadas.

Las bacterias lacticas (BL) son microorganismos con altos requerimientos nutricionales,
lo que hace necesario su cultivo en medios complejos como MRS y LAPTg, que contienen
fuentes de carbono y energia, ademds de aminodcidos, nucledtidos y vitaminas. Estos
medios incluyen compuestos como peptona, extracto de carne y levadura, los cuales
pueden interferir en la evaluacidon de los metabolitos producidos por las BL. Para evitar
este problema, en los estudios bioquimicos y fisioldgicos se utilizé un medio de cultivo
quimicamente definido (CDM).

Las BL fueron incubadas por un periodo de 24 h en el medio CDM completo, yel pHy la
densidad dptica a 600 nm (DOsoonm) Se registraron durante ese periodo cada 2 horas

como medidas de crecimiento bacteriano (Figura 4).
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Luego, con la finalidad de desarrollar un medio condicionado bacteriano apropiado para
poder evaluar el efecto de los metabolitos sobre la actividad de la enzima AChE, se utilizd
un CDM modificado (Hebert et al., 2001) optimizado para el crecimiento de las BL
seleccionadas y de manera que ademas no interfiera en la determinacion de la actividad
acetilcolinesterasa. Para ello, se utilizé un medio CDM libre de cisteina y se incubaron
las BL durante 24h a 37°C. Se determiné pH y densidad 6ptica (DOsoonm) finales para
evaluar y comparar el crecimiento bacteriano en este medio modificado con el CDM
completo.

Los resultados muestran que todas las cepas lacticas evaluadas crecieron en el medio

CDM libre de cisteina (Tabla 2).
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Tabla 2. Crecimiento de BL en CDM libre de cisteina. DOi: densidad éptica a 600 nm tiempo inicial, DOs:
densidad dptica a 600 nm a las 24 horas; pHi: pH del medio de cultivo inicial; pHs: pH del medio de cultivo

alas 24 horas.

BACTERIA LACTICA DO; DO¢ pHi pHs
Enterococcus faecium CRL 1879 0,19+0,11 1,30£0,13 6,5+0,15 4,75+ 0,20
Enterococcus mundtii CRL 35 0,22 + 0,09 0,95+0,17 6,5+0,15 4,69 +£0,12

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 0,24 +0,11 0,7 +0,09 6,5+0,15 4,93 +0,23

Levilactobacillus brevis CRL 2013 0,23 + 0,08 0,73 +0,11 6,5+0,15 5,60 + 0,31
Limosilactobacillus reuteri CRL 1098 0,21+0,10 0,61+0,10 6,5+0,15 5,45+0,18
Loigolactobacillus coryniformis CRL 1001 0,20 + 0,09 0,72 +0,17 6,5+0,15 5,19+ 0,42
Lacticaseibacillus rhamnosus CRL 2156 0,22 +0,08 0,83+0,13 6,5+0,15 4,86 + 0,35

Analisis del efecto inhibidor de los medios condicionados bacterianos

sobre actividad de AChE

La disminucion de los niveles de acetilcolina en pacientes con Alzheimer, producto del
dano que existe en la neurotransmisién colinérgica, representa uno de los puntos claves
y principales del tratamiento para esta patologia. Los inhibidores de la colinesterasa
juegan un papel crucial en mejorar la funcién colinérgica central al bloquear las enzimas
responsables de descomponer ACh. Donepecilo, galantamina y rivastigmina, asi como la
huperzina A, son los Unicos inhibidores de AChE aprobados para el tratamiento del
Alzheimer, lo que destaca la importancia del sistema colinérgico como un objetivo
terapéutico vital en esta patologia. A pesar de esto, existen informes limitados sobre
metabolitos bacterianos que inhiben AChE, y las BL no han sido estudiadas en este
contexto.

En base a estos antecedentes se evalud el efecto de los postbidticos obtenidos de cada
cepa de BL sobre la actividad especifica de la enzima acetilcolinesterasa.

Previamente, para validar el ensayo se utilizd donepecilo como control positivo de la
inhibicion de AChE a diferentes concentraciones. Este compuesto, un inhibidor
reversible y especifico de la acetilcolinesterasa, es ampliamente utilizado en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. La inhibicion de la enzima se representd
graficamente (Figura 5) en funcién del logaritmo de las concentraciones crecientes de
donepecilo, obteniéndose una curva sigmoidea, que refleja una inhibicién dependiente

de la concentracidén. A bajas concentraciones del inhibidor, la enzima mantiene su
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actividad, pero a medida que aumenta la concentraciéon de donepecilo, la actividad
enzimatica disminuye de manera progresiva hasta alcanzar una meseta, donde se

observa el maximo nivel de inhibicidon.
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de la inhibicidon de donepecilo sobre la actividad acetilcolinesterasa de
eritrocitos humanos (AChE-E). La inhibicion de AChE (%) se representa graficamente frente a la
concentracion logaritmica de donepecilo (0 nM a 30.000 nM). Los datos fueron ajustados mediante un

modelo logistico de cuatro parametros.

Posteriormente, se prepararon los medios condicionados bacterianos (C-MCB) de cada
una de las cepas seleccionadas de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos.

Para determinar la actividad inhibitoria de los C-MCB sobre la enzima AChE se utilizaron
membranas de eritrocitos solubilizadas (AChE-E) y los homogenatos de cerebro (AChE-
C) obtenidos como se describid en la seccion 4.1. Las variantes de AChE de relevancia
fisiopatoldgica estan asociadas a membranas celulares, es por ello que los inhibidores
se testearon empleando estas dos fuentes de la enzima. Inicialmente, se utilizé como
modelo de estudio la isoforma humana AChE-E debido a que el protocolo para la
obtencion de membranas de eritrocitos es sencillo y de facil acceso. Ademas, esta
isoforma, presenta una alta actividad especifica, lo que la convierte en un modelo
funcionalmente robusto para los estudios iniciales (Salazar et al., 2017). Posteriormente,
se incluyd la isoforma proveniente del cerebro de ratones, AChE-C, con el objetivo de
evaluar la eficacia de posibles inhibidores en un modelo que refleje de manera mas
precisa el entorno bioldgico afectado en patologias neurodegenerativas. Aunque el
protocolo para la obtencién de homogenatos cerebrales es relativamente simple, su uso
esta regulado y restringido por los comités de bioética y cuidado de animales, lo que

limita su implementacién en algunos contextos experimentales.
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En la Figura 6 se muestran las diferencias obtenidas en la actividad especifica basal entre
ambas isoformas. Mientras que AChE-E presentd una actividad especifica de 85
nmol/min/mg de proteina, AChE-C mostré una actividad considerablemente menor, de
solo 35 nmol/min/mg de proteina. Esta diferencia podria explicarse por factores
inherentes a la naturaleza de las isoformas y su grado de pureza en las muestras
analizadas. La isoforma AChE-E, presente en eritrocitos, se encuentra mayormente en
forma de dimero y esta esencialmente asociada a las membranas plasmaticas, lo que
permite obtener una preparacién mas pura y, en consecuencia, una mayor actividad
especifica. En contraste, AChE-C, la isoforma cerebral, se presenta como tetramero y se
obtiene de un homogenato total del tejido nervioso, lo que implica la presencia de una
mayor cantidad de proteinas contaminantes que pueden reducir su actividad especifica.
Por lo tanto, la diferencia observada en la actividad podria deberse a la pureza relativa
de cada muestra (Lotti, 1995).

Luego, se determind la actividad especifica de AChE en presencia de cada uno de los C-
MCB. Como se muestra en la Figura 6A, la actividad especifica de AChE-E disminuyd a 66
nmol/min/mg de proteina en presencia del MCB de la cepa CRL 581, mientras que los
demas medios condicionados bacterianos evaluados no afectaron la actividad de la
enzima. En los homogenatos cerebrales, la actividad especifica de AChE-C también
mostré una disminucién significativa en presencia del MCB de la cepa CRL 581 (Figura

6B).
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Figura 6. Actividad especifica de acetilcolinesterasa de eritrocitos (A) y de cerebro de ratén (B) en
presencia de los medios condicionados bacterianos (C-MCB). Los resultados representan datos de tres
experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacién con el

grupo control ("p < 0,05y *'p < 0,001).

El andlisis del efecto de los C-MCB de las diferentes cepas sobre la actividad de AChE
demostré que solo el medio correspondiente a la cepa CRL 581 fue capaz de inhibir a la
enzima in vitro. Como puede observarse en la figura 7, el porcentaje de inhibicidon
ejercida por el MCB 581 sobre la AChE-E (22%) fue mayor que la inhibicidon producida
sobre AChE-C (13%).
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Figura 7. Actividad inhibitoria del medio condicionado de la cepa CRL 581 sobre la actividad de enzima
acetilcolinesterasa (AChE). El % de inhibicién sobre AChE se evalué empleando AChE-E asociada a
membrana de eritrocitos y AChE-C de cerebro de ratdn. Los resultados se expresan como media +

desviacion estdndar de tres experimentos independientes.
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La curva de inhibicidn realizada con diferentes concentraciones de donepecilo permitio
establecer un rango de referencia para comparar la eficacia de los MCB evaluados. Los
resultados muestran que el MCB de la cepa CRL 581 produce una inhibicién sobre AChE-
E equivalente a 12 nM de donepecilo, mientras que sobre AChE-C equivale a 8 nM del
inhibidor comercial (Figura 8). Segun bibliografia, el donepecilo tiene un IC50 de 6,7 nM
para la inhibicion de AChE (Ogura, H. et al., 2000). Aunque la inhibicién generada por el
MCB 581 seria menos eficaz que el inhibidor estdndar, esta actividad es significativa y
destaca la capacidad del MCB para ejercer una accion moduladora notable sobre la
enzima. Dicha eficiencia podria ser mejorada si se identifica el metabolito responsable

de la inhibicion.
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Figura 8. Equivalentes de donepecilo estimados a partir de la actividad de AChE en presencia del medio
condicionado bacteriano (MCB) de la cepa CRL 581. La comparacidn se realizé con una curva de inhibicién
utilizando distintas concentraciones de donepecilo. Los resultados se expresan como media + desviacion

estandar de tres experimentos independientes.

Luego, al evaluar cantidades crecientes del medio condicionado de CRL 581 se pudo
observar que la capacidad inhibitoria sobre AChE-E fue aumentando hasta llegar a un
punto de saturacidn cercano al 36% de inhibicidn (Figura 9). El punto de saturacion,
identificado alrededor de los 60 pL de medio condicionado, indica que, a partir de esta
cantidad, la adicion de mas MCB no incrementa significativamente la inhibicion. Este
fenémeno puede deberse a que todos los sitios activos de la enzima estan ocupados por
los compuestos inhibidores presentes en el medio condicionado, o a la presencia de un
equilibrio entre las tasas de inhibicién y las limitaciones en la disponibilidad de los

inhibidores activos.
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Figura 9. Curva de inhibicion de AChE-E en presencia de cantidades crecientes de MCB 581. A partir de
60 pL de MCB agregado a la mezcla de reaccidn se observa una saturacion de la inhibicion producida sobre
AChE-E. Todos los valores son medias + desviaciones estandar de al menos 3 experimentos

independientes.

Estos resultados permiten inferir que el medio condicionado de CRL 581 contiene
moléculas bioactivas con potencial como inhibidores de AChE, lo que abre posibilidades
para su caracterizacién y aplicacién en estudios futuros sobre la regulacién de esta

enzima en contextos terapéuticos.

Influencia de la actividad proteolitica sobre la inhibicion de AChE

En estudios previos realizados por Hebert et al. (2008), se describié que la cepa L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 posee una proteinasa asociada a la envoltura celular
(CEP) responsable de la hidrdlisis inicial de las proteinas como la caseina a oligopéptidos
cuando el microorganismo crece en medios de cultivos como leche, rico en proteinas
con escasa concentracion de aminodcidos libres. Si bien esta enzima CEP se encuentra
asociada a la célula, bajo ciertas condiciones puede ser liberada al medio extracelular
(Villegas et al., 2015). Con el objetivo de determinar si el efecto inhibitorio observado
en el ensayo anterior podria estar relacionado con la presencia de proteasas que
degraden la AChE, se evalud la actividad proteinasa en el medio condicionado de CRL
581.

Los resultados obtenidos mostraron que no hay actividad proteolitica en los C-MCB

evaluados de la cepa CRL 581. Esto sugiere que, en estas condiciones experimentales,
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no hay enzimas proteoliticas presentes o activas en el medio extracelular que estén
degradando la AChE. Este resultado puede ser relevante para entender el efecto
inhibitorio observado, ya que descarta que la inhibicién sea causada por la accién de

proteasas en el medio.

Evaluacién de la actividad inhibitoria de AChE en fracciones del C-MCB

de CRL 581 segun tamaio molecular

En la busqueda del metabolito responsable de la inhibicion observada sobre AChE se
procedid a separar el C-MCB obtenido de la cepa CRL 581 en dos fracciones utilizando
una membrana de corte de 3 kDa de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos.
Luego de la separacidn, se examind cada fraccién en su capacidad para inhibir a la
enzima. Como se muestra en la Figura 10, la actividad inhibidora sobre la enzima se

detecta en la fraccion del medio condicionado con un peso molecular inferior a 3 kDa.
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Figura 10. Actividad especifica de AChE-E y AChE-C en presencia de C-MCB fraccionado de CRL581 (<3 y
>3 kDa). Los resultados representan datos de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican

diferencias significativas en comparacidn con el grupo control (**p < 0,01y ***p < 0,001).

Este resultado demuestra que los compuestos responsables de la inhibicién son
moléculas pequefias, como péptidos cortos, aminodcidos o metabolitos secundarios.
Estas moléculas pequenas serian interesantes debido a su posible capacidad para
atravesar membranas bioldgicas y su accion multifuncional (Mondal et al. 2018). La
actividad inhibidora de AChE detectada en la fraccion <3 kDa del MCB-581 confirma que
el efecto no se atribuye a la proteasa asociada a la envoltura celular, cuya masa

molecular es de aproximadamente 188 kDa (Villegas et al., 2015). Ademas, este
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resultado concuerda con trabajos que han demostrado una mayor bioactividad en
compuestos de menor tamafio molecular. Estudios realizados con hidrolizados proteicos
fraccionados por peso molecular (1-3 kDa) evidencian que estas fracciones presentan
una actividad inhibitoria de AChE mejorada entre un 40% y un 50% en comparacién con
los hidrolizados no fraccionados (Asen & Aluko, 2022). Segun estos autores, este efecto
se deberia a que los péptidos mas pequenos poseen mayor accesibilidad al sitio activo
de la enzima, lo que incrementa su eficacia inhibitoria. Por otro lado, las caracteristicas
del compuesto presente en el medio condicionado de CRL 581 son compatibles con la
naturaleza de los inhibidores de AChE disponibles comercialmente, como donepecilo,
galantamina y rivastigmina, los cuales también presentan pesos moleculares inferiores
a 3 kDa, generalmente entre 200 y 400 Da, y son capaces de atravesar la barrera

hematoencefalica (Banks, 2012).

Los resultados obtenidos durante este capitulo de la tesis demuestran que el medio
condicionado proveniente de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 es capaz de inhibir la
actividad de las dos isoformas de AChE utilizadas. C-MCB 581 fue mas efectivo sobre la
actividad de AChE-E que sobre AChE-C, produciendo una inhibicién del 22% y del 14%,
respectivamente. Aunque estos resultados fueron obtenidos in vitro, la inhibicidn parcial
observada podria ser beneficiosa, ya que permitiria mantener un equilibrio entre
preservar niveles adecuados de acetilcolina en el SNC y minimizar efectos secundarios
adversos. De hecho, estudios recientes sugieren que concentraciones que inhiban mas
del 35% de la actividad enzimatica pueden aumentar el riesgo de toxicidad asociado a
los inhibidores actualmente disponibles (Moss, 2020).

Al realizar una equivalencia entre la inhibicién producida por el medio condicionado y el
inhibidor comercial donepecilo, se observd que MCB 581 ejerce una inhibicidn
equivalente a 12 nM de donepecilo. Estos hallazgos sugieren que los postbidticos
producidos por CRL 581 podrian servir como un complemento prometedor al

tratamiento tradicional de la EA.

47



Resultados y discusion: Capitulo 1

Conclusiones parciales

A partir del analisis in vitro de las siete cepas lacticas, se observé que Unicamente el
medio condicionado (MCB) de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 logré
inhibir de manera significativa la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, tanto en
extractos eritrocitarios (AChE-E) como cerebrales (AChE-C).

El MCB 581 mostrd una inhibicidon significativamente mdas marcada sobre la
acetilcolinesterasa eritrocitaria (22%) en comparacién con la cerebral (14%). Esta
acciéon diferencial se traduce en una eficacia comparable a la alcanzada por
concentraciones de 12 nM y 8 nM de donepecilo, respectivamente, lo que subraya
el notable potencial funcional del MCB 581 como agente con efecto
anticolinesterasico.

El efecto inhibitorio sobre la AChE se vinculé de manera especifica con la fraccion
del MCB 581 que contiene compuestos de peso molecular inferior a 3 kDa. Este
resultado indica que los metabolitos de bajo peso molecular son los principales
responsables de la actividad anticolinesterasica observada, lo que refuerza su valor
funcional y potencial terapéutico.

Estos resultados posicionan al MCB de CRL 581 como una prometedora fuente de
compuestos con potencial actividad anticolinesterasica, abriendo nuevas

perspectivas para su aplicacién en el abordaje de trastornos neurodegenerativos.
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Capitulo 2. Evaluacion del efecto protector de los postbiodticos
frente a la toxicidad de oligdmeros beta amiloides en modelos

celulares del sistema nervioso

Introduccion

Segun la teoria amiloide, la enfermedad de Alzheimer (EA) resulta de un desbalance
entre la formacién de péptidos amiloides (AB) y la eliminacién de éstos (Mohamed et
al., 2012; Selkoe & Hardy, 2016). La acumulacion de AB 40 y AB 42 ha sido considerada
durante mucho tiempo como un evento central e inicial en la patogénesis de la EA. La
proteina precursora del péptido amiloide (APP) es normalmente procesada mediante la
via “no amiloidogénica”, esto se produce cuando APP es escindida por la enzima a-
secretasa generando péptidos que no se agregan en oligdmeros y que luego son
metabolizados correctamente por las neuronas. En cambio, cuando sobre la proteina
APP actia el complejo B-secretasa (BACE1), los péptidos que se generan son
hidrosolubles y tienden a agregarse en oligdmeros que luego precipitan formando las
placas amiloides insolubles (Paroni et al., 2019). Debido a esta capacidad de agregacién,
se piensa que los oligémeros de AB tienen la mayor toxicidad para las neuronas. Estos
oligdmeros inducen una compleja cascada neurodegenerativa, la cual resulta en un
deterioro cognitivo progresivo y demencia (Figura 11). Otros signos distintivos de esta
patologia son la hiperfosforilacion de Tau y la formacion de ovillos neurofibrilares. Sin
embargo, se cree que estos eventos son defectos tardios de la cascada
neurodegenerativa inducida por los oligdmeros beta amiloides (Bloom, 2014; P.-P. Liu

et al., 2019).

Evidencia reciente sugiere que las alteraciones patoldgicas vasculares y la ruptura de la
barrera hematoencefalica pueden ser fundamentales en el proceso neurodegenerativo,
con la neuroinflamacion asociada como un actor clave en el inicio y desarrollo de la
enfermedad. De hecho, la vasculatura cerebral de pacientes con Alzheimer producen
mayores cantidades de citoquinas, lo que sin duda contribuye al dafio neuronal. La
neuroinflamacion se caracteriza por estrés oxidativo y la activacidon de la microglia que

libera compuestos neurotdxicos y citoquinas proinflamatorias, lo que perpetla el estado
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inflamatorio y luego eventualmente conduce al dafio neuronal (Heneka et al., 2015;

Leng & Edison, 2021b).
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Figura 11. Esquema de las vias de procesamiento del precursor de la proteina amiloide. APP es una
proteina transmembrana que puede ser procesada por enzimas secretasas a través de dos vias
principales: la no amiloidogénica (izquierda) y la amiloidogénica (derecha). En la via no amiloidogénica
(normal), APP es escindida por la a-secretasa en el centro del dominio B-amiloide (AB), impidiendo asi la
formaciéon de amiloide. En cambio, en la via amiloidogénica, APP es procesada por las enzimas B-secretasa
y y-secretasa, liberando péptidos neurotdxicos ABi42, los cuales pueden agregarse en oligdmeros y
eventualmente formar placas amiloides insolubles. Estas acumulaciones son capaces de desencadenar
una respuesta inflamatoria local y, con el tiempo, el estrés oxidativo y los cambios bioquimicos resultantes

conducen al dafio neuronal progresivo asociado a la enfermedad de Alzheimer.

Ademas de los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) y la memantina, el
tratamiento médico actual para pacientes con Alzheimer incluye antidepresivos,
ansioliticos, neurolépticos y farmacos antiinflamatorios (Breijyeh & Karaman, 2020).
Existe evidencia cientifica sobre la busqueda de tratamientos mds simples o adyuvantes
que puedan aliviar la carga de los esquemas actuales (X. Li et al., 2023). Una alternativa
prometedora lo constituyen el uso de las bacterias lacticas con caracteristicas
probidticas. Como se describid anteriormente el término probidtico hace referencia a
microorganismos vivos, mientras que los postbidticos consisten en preparaciones de

microorganismos no viables, incluidos sus metabolitos y componentes celulares. Se han
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observado efectos positivos del consumo de probidticos y sus metabolitos en la mejora
de ciertos marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo en pacientes con Alzheimer
(Akbari et al., 2016; C.-S. Kim et al., 2021). Entre los metabolitos postbidticos producidos
por BL, algunos de los mas conocidos incluyen vitaminas del complejo B, acidos grasos
de cadena corta (acetato, propionato y butirato), péptidos antimicrobianos como
bacteriocinas y neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA). Por lo tanto,
los metabolitos postbidticos poseen diversas funciones reguladoras de la salud humana,
incluida la absorcion de nutrientes, la desintoxicacién, la regulacién del sistema
inmunoldgico y la comunicacién microbiota-intestino-cerebro. La administracién de
postbidticos podria contribuir al descenso de la sintesis de citoquinas proinflamatorias,
reduciendo asi la inflamacién y el estrés oxidativo lo que redunda positivamente en
ralentizar la progresion de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. En
base a estudios previos, que incluyen la inhibicidn de AChE por L. delbrueckii subsp. lactis
CRL 581, la capacidad antimicrobiana de E. mundtii CRL 35 y la sintesis de GABA por L.
brevis CRL 2013, se decidié continuar el trabajo con estas tres cepas de bacterias lacticas.
En este capitulo, con la finalidad de evaluar el efecto benéfico de los postbidticos
producidos por BL seleccionadas, se utilizaron los medios condicionados bacterianos
sobre una linea celular de neuroblastoma (N2a) y microglia de ratén (BV2) estimuladas
con oligdmeros ABi-42. El uso de estas lineas celulares y el tratamiento con 0ABi-a
permite simular las condiciones neuroinflamatorias y neurodegenerativas observadas
en la enfermedad de Alzheimer, proporcionando asi un modelo experimental relevante

para evaluar el potencial terapéutico de los postbidticos producidos por las BL.
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Materiales y métodos

1. Microorganismos

Para llevar a cabo esta etapa experimental, las cepas lacticas utilizadas fueron
Enterococcus mundtii CRL 35, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581,
Levilactobacillus brevis CRL 2013.

2. Medios de cultivo

2.1 Medio protector LEL-glicerol
El medio LEL usado para la preservacion de las BL se describié en la seccion 2.1 de

materiales y métodos del Capitulo 1.
2.2 Medio caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS)

L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581y Lv. brevis CRL 2013 fueron activadas en medio MRS

como se describié en la seccion 2.2 de materiales y métodos del Capitulo 1.
2.3 Medio caldo LAPTg

E. mundtii CRL 35 fue mantenida rutinariamente en caldo LAPTg como se describid en la

seccion 2.3 de materiales y métodos del Capitulo 1.

3. Condiciones de crecimiento y preparacion de los postbioticos

Luego de las activaciones mediante transferencias sucesivas en caldo MRS o LAPTg
segln corresponda a 37°C durante 16 h, los pellets bacterianos se colectaron por
centrifugacién y luego de 2 lavados con solucion salina 0,9%, fueron inoculados en
medio DMEM y RPMI 1640 (Gibco, ThermoFisher) libre de suero y sin antibidticos. Luego
de 24 horas de incubacion, todos los cultivos fueron centrifugados, los sobrenadantes
se ajustaron a un pH de 7 utilizando NaOH 1 My se filtraron a través de un filtro de 0,22
pum para obtener los medios condicionados bacterianos (MCB) del DMEM (D-MCB) y del
RPMI (R-MCB) de cada cepa bacteriana. Se registraron el pH final y la absorbancia a 600

nm en ambos medios de cultivo.

4. Modelos in vitro

Se utilizaron dos lineas celulares, una procedente de un neuroblastoma (N2a) y otra de
microglia de ratéon (BV2). Las células N2a se mantuvieron de manera rutinaria en un

medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina,
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penicilina G (100 U/mL, Biological Industries), estreptomicina (0,1 pg/mL, Biological
Industries) y anfotericina B (25 pg/mL, Biological Industries). Mientras que la linea BV2
se mantuvo en medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2
mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sodio, penicilina G (100 U/mL, Biological
Industries), estreptomicina (0,1 ug/mL, Biological Industries) y anfotericina B (25 pug/mL,
Biological Industries). Ambas lineas celulares se incubaron a 37 °C en una incubadora de

aire humidificada conteniendo 5% CO,- 95% de aire (condiciones estandar).

4.1 Oligomerizacion del péptido beta-amiloide AB1-42

Para preparar los oligdmeros AB1-a2 (0AB) se siguid el protocolo de Saavedra et al. (2007)
con algunas modificaciones. El péptido ABi-42 (rPeptide, Cat# A-1163-2) se disolvié en
hexafluoroisopropanol (Sigma-Aldrich) para preparar una solucion stock de
concentracion 1 mM, la cual se distribuyd en tubos de microcentrifuga estériles. Se
realizé el secado del hexafluoroisopropanol utilizando un concentrador de vacio rapido
(Biotron Inc., Corea) durante 5 minutos a 30 2Cy los péptidos obtenidos se almacenaron
a -80°C.

Para formar los oligdmeros, se disolvié el péptido seco en DMSO (Sigma-Aldrich) para
obtener una solucién stock de 5 mM. Se utilizd6 medio Leibovitz L15-CO; (Gibco,
ThermoFisher) para llevar el péptido a una concentracion final de 100 uM. Esta solucion
se incubd a 4 °C durante 24 h para formar los oligdmeros antes de llevar a cabo los

experimentos.

4.2 Ensayo de citotoxicidad

Se realizaron dos pruebas de citotoxicidad mediante el ensayo de bromuro de 3- (4, 5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolio (MTT). Este método tiene como principio que las
células vivas y metabdlicamente activas reducen el MTT en formazan, un producto de
color purpura, y esta coloracion formada puede ser medida mediante
espectrofotometro.

En una primera instancia y de acuerdo a lo descripto en bibliografia se utilizaron
diferentes dosis y tiempos de exposicion de las células a los oligdmeros beta amiloides
(Dahlgren et al., 2002; Fu & Jia, 2021). Brevemente, las células N2a y BV2 se sembraron
en 5 x 10* células por pocillo con sus correspondientes medios de crecimiento en placas

de 96 pocillos y se cultivaron a 37 °C en un ambiente humidificado. A las 24 h y una vez
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alcanzado el 85% de confluencia, se retiréd el medio y las células se incubaron en
presencia de oAB (1-42)a distintas concentraciones; durante 8, 16 y 24 h.

Por otro lado, se determind la influencia de los medios condicionados bacterianos sobre
la proliferacién de células N2a y BV2. Para ello las lineas celulares fueron sembradas en
5 x 10% células por pocillo e incubadas a 37°C en ambiente humidificado. Al llegar al 85%
de confluencia se descartd el medio y las células fueron cultivadas con los diferentes
MCB en presencia y ausencia de 0AB1.42 durante 8 h para realizar el ensayo de MTT.
Luego de los tratamientos, en todos los casos, el medio se descartd, se agregé 50 uL de
solucién de MTT (0,5 mg/mL) en cada pocillo y se incubé a 37°C durante 2 h. Se eliminé
el MTT de las placas y se anadieron 100 uL de isopropanol por pocillo para disolver los
cristales de formazan. Se realizd la lectura de absorbancia de la placa utilizando una
longitud de onda de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm en un lector
de microplacas Infinite 200 PRO (Tecan Trading AG, Switzerland). La absorbancia
especifica se obtuvo restando la lectura a 630 nm de la lectura a 570 nm y se calculd la
viabilidad celular como el porcentaje de absorbancia de la muestra respecto al control

sin tratar (100 % viabilidad).

4.3 Evaluacién de la actividad antioxidante y la respuesta anti-inflamatoria

de los medios condicionados en células BV2

Las células BV2 se sembraron en placas de 6 pocillos (8 x 10° células/mL) y se incubaron
durante 24 horas para su adherencia. Posteriormente, el medio fue reemplazado por los
R-MCB de cada cepa bacteriana y se afiadieron 5 uM de o0AB1-42 a cada pocillo. Tras 8
horas de incubacidn, se colectaron las células en Trizol para analizar la expresidon génica
mediante RT-gPCR y los sobrenadantes para determinar la actividad antioxidante total.

Como control, se utilizaron pocillos con medio de cultivo completo RPMI.

4.3.1 Capacidad Antioxidante Total

La capacidad antioxidante presente en los sobrenadantes libres de células de la linea
celular BV2 tratada con los medios condicionados se estudié mediante dos métodos: el
ensayo de decoloracién con 2,2'-azino-bis (3-etil benzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) y el
ensayo de capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC).

Para el ensayo de ABTS se prepard una mezclade 7 mM de ABTS y 2,45 mM de persulfato

de amonio como agente oxidante, y la solucién se mantuvo en la oscuridad a
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temperatura ambiente durante 16 h para producir el catién radical ABTS (ABTS**) que
tiene una absorbancia maxima a 734 nm. Los compuestos antioxidantes reducen el
ABTS®, lo que lleva a la decoloracion de la solucidn, cuya magnitud depende de la
concentracion del antioxidante. Las muestras se mezclaron con ABTS** con una
absorbancia inicial de 0,7 a 734 nm (DO73anm), Y la absorbancia final se leyé después de
la incubacién de 10 minutos en oscuridad.

El ensayo de CUPRAC se basa en la reduccién del reactivo CUPRAC en presencia de
compuestos antioxidantes. Este reactivo consiste en una mezcla de 10 mM de CuSOa,
7,5 mM de neocuproina y un tampdn de acetato de amonio de 1 M a pH 7. La presencia
de un agente reductor induce la formaciéon del complejo cobre (I)-neocuproina, que
tiene un pico de absorbancia distintivo a 450 nm. El reactivo CUPRAC se incubd durante
1 h a temperatura ambiente con los sobrenadantes libres de células, y la formacién del
complejo cobre(l)-neocuproina se estimé midiendo la absorbancia a 450 nm. Como
patrén de referencia se utilizé acido ascérbico (AA) ya que es un compuesto antioxidante
conocido. Se realizd una curva de calibracién con concentraciones crecientes de este
compuesto, lo que permitidé cuantificar la capacidad antioxidante de las muestras
ensayadas en términos de equivalentes de acido ascérbico. Ademas, tanto para el
ensayo de ABTS como el de CUPRAG, se utilizé como control las células BV2 tratadas con

acido ascorbico 125 uM.

4.3.2 Expresion de genes marcadores de inflamacion mediante RT-qPCR

Las células adherentes BV2 tratadas con 5 UM de 0AB1-42 en presencia o ausencia de
cada R-MCB fueron incubadas durante 8 h y luego colectadas para realizar la extraccién
de ARN.

El ARN total se aislé utilizando RNAzol RT siguiendo las instrucciones del fabricante
(Molecular Research Center, Inc.). En resumen, las células se lisaron utilizando 1 mL de
RNAzol RT y se agregd 400 plL de agua libre de ARNasa a cada tubo. La suspensidn se
centrifugdé durante 15 min a 12.000 x g. Los sobrenadantes conteniendo el ARN se
transfirieron a nuevos tubos y se precipitd agregando 1 mL de isopropanol y se incubé
durante 3 h a -20 °C. Se centrifugaron las muestras para descartar los sobrenadantes y
los pellets se lavaron dos veces con etanol al 70%. Finalmente, los pellets de ARN se

disolvieron en 20 pL de agua libre de ARNasa y se trataron con PerfeCTa DNAse | (Quanta
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Biosciences, Genbiotech, Buenos Aires, Argentina) segun el protocolo del fabricante. La
pureza y cantidad total de ARN se analizaron mediante un espectrofotémetro Nabi
UV/vis Nano (MicroDigital Co., Ltd., Corea).

La sintesis de ADNc se llevd a cabo utilizando el gScript cDNA SuperMix (Quanta Bio,
Genbiotech, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé un sistema
de deteccion de PCR en tiempo real iQ5 (Bio-Rad) con un Supermix SYBR Green iQ5 (Bio-
Rad) para realizar la RT-gPCR. Los oligonucledtidos utilizados se enumeran en la Tabla 3.
Los resultados se expresaron como cambios relativos en los valores de Ct con respecto
al grupo de células no tratadas utilizando el método 2722, La eficiencia de amplificacién
se validé y normalizé frente a la del gen de la B-actina. Se realizd un analisis de la curva
de fusion inmediatamente al final de cada experimento con una tasa de transicién de
temperatura lineal de 0,1 °C/s desde 55 hasta 95 °C para determinar la especificidad de

la amplificacidn.

Tabla 3. Cebadores empleados para RT-gPCR en células BV2.

Secuencia de cebadores :
Nombre - — - - — Referencias
Cebador sentido (5'>3) Cebador anti-sentido (3'>5)
| Vill
B-actina  5'-CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3'  5'ACAGCCTGGATGGCTACGTA-3' (Ca;faol'o'zo'zg;a'
INF-o 5 GTGGTCAGGTTGCCTCTGTCTC3'  5-TGGCTCTGTGAGGAAGGCTGTG3 (M zg;g%ft b
. . , . (H.Zhangetal.,,
IL-18 5. TTTCCTCCTTGCCTCTGATGGG-3'  5'-CCACACGTTGACAGCTAGGTTC-3 2020)

IL-6 5 CTTGGGACTGATGCTGGTGACA3'  5-GCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA3  (H- Zg%;%)et al,
SOD-1 5'-TGCGTGCTGAAGGGCGAC-3' 5'.GTCCTGACAACAACCTGGTTC-3'  (Cui et al., 2019)
SOD-2 5'-GGAGCAAGGTCGCTTACAGA-3' 5'-GTGCTCCCACACGTCAATC-3' (Cui et al., 2019)

. , , , , (H. Zhanget al,,
iNOS  5-GGACGAGACGGATAGGCAGAGA-3'  5'-TCTTCAAGCACCTCCAGGAACG-3 2020)

5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y graficos se realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas
mediante la aplicacion de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. A menos que se
indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de tres ensayos independientes

+ desviacidon estandar (DE).
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Resultados y discusion
Efecto de los medios condicionados de las BL sobre la viabilidad de las

células N2a y BV2 frente a la toxicidad de los 0AB1-42

En primer lugar, se llevaron a cabo experimentos de dosis-respuesta en las lineas
celulares N2a y BV2 utilizando oligdémeros ABi42 con el objetivo de corroborar la
respuesta de estos modelos celulares, segun lo reportado en la bibliografia (Dahlgren et
al.,, 2002; Fu & Jia, 2021). Esto permitio establecer la concentracién de oAB1.42 que se
empleara en los ensayos posteriores. Para ello, ambas lineas celulares fueron incubadas
con distintas concentraciones de los oligdmeros y se determind la viabilidad celular
mediante el método de MTT a diferentes tiempos.

Los resultados se muestran en la Figura 12, donde la viabilidad de las células N2a fue del
70% en presencia de 10 uM de 0AB1-42 luego de 8 h de incubacién; del 50% alas 16 hy
del 40% a las 24 h de incubacién. Cuando la concentracion de oligdmeros se duplico la
viabilidad cayo rapidamente al 50% durante las primeras 8 h de incubacion alcanzando
valores menores al 30% luego de 24 h de incubacidn. En la linea celular de microglia BV2,
el tratamiento con 5 UM de 0AB1-42 disminuyd la viabilidad a valores de 64% a las 8 h, y
en las horas posteriores de incubacién la misma se mantuvo en valores cercanos al 50%
de viabilidad. En cambio, los tratamientos con mayores concentraciones de oABi-42, 10
UM y 20 uM, provocaron a las 24 h un marcado descenso de la viabilidad celular de BV2
con valores cercanos al 20 y 5%, respectivamente. En base a estos resultados, se
comprobé la susceptibilidad de las lineas celulares empleadas al tratamiento con los
oligdmeros beta amiloides y se decidié utilizar como modelo de estudio una
estimulacion de 8 h con 0AB1-42 a concentraciones finales de 10 UM para la linea N2a y

de 5 uM para las células BV2.
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Figura 12. Efecto de diferentes concentraciones de 0ABi-42sobre la viabilidad celular. (A) Células N2a
incubadas con 10 y 20 uM de 0AP1-42 a diferentes tiempos. (B) Células BV2 incubadas con 5, 10 y 20 uM
de 0ABi-42a diferentes tiempos. Los valores de viabilidad celular correspondientes se expresan como
porcentaje de células control (sin adicion de 0AB1-42) y representan la media + DE de tres experimentos
independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacidn con el grupo control para
cada tiempo de exposicion a oAB1-42 (***p < 0,001).

Una vez establecida la concentracidon de 0ABi-42 a utilizar y el tiempo de exposicidn, se
evalud el efecto de los medios condicionados bacterianos sobre la viabilidad celular en
células N2a y BV2. Las células fueron tratadas durante 8 h con los distintos MCB en
presencia y ausencia de oligdmeros beta-amiloides, y la viabilidad celular fue
determinada mediante el ensayo de MTT. Como se muestra en la Figura 13, ninguno de
los medios condicionados bacterianos generd citotoxicidad en las células evaluadas.
Ademas, tal como se observé en el ensayo preliminar, el tratamiento con oAB1-42 redujo

significativamente la viabilidad celular. Sin embargo, ninguno de los MCB mostré
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capacidad para proteger las células frente a la citoxicidad inducida por los oligémeros

beta-amiloides, y no se detectaron variaciones en la viabilidad celular.
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Figura 13. Efecto de los medios condicionados bacterianos en la viabilidad celular. Viabilidad celular de
las células N2a (A) y BV2 (B) tratadas con los MCB y oA se evalué mediante el ensayo MTT. Los valores
de supervivencia correspondientes se expresan como porcentaje de células de control (medio

convencional, DMEM para N2a y RPMI1640 para BV2. ns, no significativo (p > 0,05).
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Efecto de los MCB sobre el estrés oxidativo generado por 0ABi-4; en células

de la microglia

Para estudiar el efecto de los medios condicionados de las BL sobre el estrés oxidativo
generada por los oligdmeros beta amiloides se utilizé la linea celular de microglia de
ratén (BV2). Esta linea ha sido ampliamente caracterizada y utilizada como sustituto de
cultivos celulares primarios en numerosos estudios que examinan las funciones
microgliales, la neuroinflamacién y las enfermedades neurodegenerativas en ratones
(Bocchini et al., 1992; Henn, 2009).

La poblacién de la microglia es la que ejerce la principal accién antioxidante (Orfali et
al., 2024). Para ello se evalud el efecto antioxidante de los medios condicionados
bacterianos (R-MCB) en células BV2 desafiadas con oAPi-42 segun lo detallado en la
secciéon 4.3 de materiales y métodos.

Para el ensayo realizado por el método de ABTS se midid el porcentaje de actividad
antioxidante de cada sobrenadante de cultivo de células BV2 tratadas con los diferentes
R-MCB en presencia de los oAP. Los resultados muestran que la estimulaciéon con 0AB1-42
provoco una reduccion en la actividad antioxidante medida en los sobrenadantes de las
células BV2, la cual fue eficientemente contrarrestada al agregar el compuesto
antioxidante de referencia, acido ascérbico (AA) (Figura 14A). Cuando se evaluaron los
R-BCM de las cepas seleccionadas en presencia de los 0ABi1-42, todos los sobrenadantes
fueron capaces de reducir los cationes ABTS** (Figura 14A). Este resultado sugiere que
las tres cepas de BL analizadas en este estudio secretan metabolitos antioxidantes que
pueden reducir significativamente el estrés oxidativo desencadenado por oABi-42 en la
linea celular BV2.

En el ensayo de CUPRAC, también se evidencid la reaccién oxidativa desencadenada por
0ABi-42. En este ensayo, el AA (125 uM) fue capaz de reducir los iones cupricos en el
sobrenadante de las células tratadas con 0AP1-42 (Figura 14B). Sorpresivamente, solo las
muestras de R-BCM de CRL 35 y CRL 2013 redujeron eficientemente los iones cupricos,
resaltando su capacidad para mitigar los marcadores de estrés oxidativo producidos por
los oligdmeros beta-amiloides in vitro (Figura 14B). Este hallazgo demuestra que cepas

especificas de BL, especialmente E. mundtii CRL 35 y L. brevis CRL 2013, poseen la
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capacidad de atenuar la respuesta oxidativa inducida por oAB1-42 en microglia, lo que

podria prevenir efectos neurotdxicos en las neuronas adyacentes.
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Figura 14. Actividad antioxidante de los MCB en células BV2 frente a la toxicidad de los oAB. La actividad
antioxidante se midié utilizando (A) el ensayo de decoloracidon del acido 2,2’-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) y (B) la capacidad antioxidante reductora de cuprica (CUPRAC). Se
utilizé 125 uM acido ascérbico (AA) como control positivo. La actividad antioxidante de CUPRAC se
expresd como equivalentes de AA. Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con el

grupo tratado con 0ABi-42 (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001).
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Efecto antiinflamatorio de los medios condicionados bacterianos en células

de microglia BV2

El proceso inflamatorio iniciado por la activaciéon de la microglia es otro componente
esencial de la EA. Los agregados de ABi.42 exhiben una neurotoxicidad significativa al
dafiar las neuronas. Ademads, estos agregados de AR estimulan la microglia, que elimina
el AB, pero esta accion conduce a la liberacion de mediadores inflamatorios, resultando
en efectos neurotoxicos indirectos (Maezawa et al., 2011). Por ello, examinamos la
expresion de citoquinas inflamatorias en células BV2 expuestas a 0ABi-a2, tanto en
presencia como en ausencia de los medios condicionados bacterianos.

Las células microgliales desafiadas con 0ABi-42 mostraron un aumento en la expresion
de las citoquinas TNF-a, IL-1B e IL-6 (Figura 15). Por el contrario, el tratamiento con los
R-MCB de las tres cepas seleccionadas redujeron significativamente los niveles de
expresion de IL-1B (Figura 15A). Esta es una de las citoquinas que se detecta en las
etapas iniciales de la EA y posee un efecto negativo bien documentado en los pacientes,
ya que induce fuertemente la produccion de péptidos AB (Di Bona et al., 2008; Xie et al.,
2015). A su vez, el péptido AR aumenta el procesamiento de IL-1f3 en la microglia, lo que
lleva a la sobreexpresién de esta citoquina en la EA (Taneo et al., 2015). Adicionalmente,
los R-MCB de las cepas CRL 581 y CRL 2013 redujeron significativamente los niveles de
expresion de IL-6 (Figura 15B). Aunque se cree que esta citoquina tiene un papel dual en
las neuronas, es decir, puede aumentar la supervivencia neuronal o promover la
degeneracion neuronal, en la EA parece prevalecer este uUltimo efecto. No obstante, IL-
6 podria favorecer la gliosis microglial, mejorando la fagocitosis de oA y la eliminacién
de placas amiloides (Chakrabarty et al., 2010). Otro marcador importante es el TNF-q,
gue juega un papel central en la fisiopatologia de la EA, siendo una de las primeras
citoquinas que desencadena y mantiene el estadio inflamatorio (Zelovd & Hosek, 2013).
Notablemente, la expresién de TNF-a se redujo significativamente en las células BV2
tratadas con R-MCB de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013,
destacando la efectividad de los postbidticos de ambas cepas (Figura 15C). Combinando
estos hallazgos, podemos postular que los medios condicionados de las BL ensayadas

pueden exhibir efectos duales: propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
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Figura 15. Efecto de los MCB sobre la expresion de genes marcadores de inflamacion en células BV2 desafiadas con oAB1-42. Expresion relativa de IL-13 (A), IL-6 (B) y TNF-a

(C). Los asteriscos indican diferencias significativas en comparacion con el grupo tratado con oABi-42 (*p < 0,05; **p <0,005; ***p < 0,001).

A menudo, la activacién de la microglia en la enfermedad de Alzheimer (EA) produce cantidades excesivas de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), lo que conduce a un aumento en la produccién de 6xido nitrico, estrés oxidativo y neuroinflamaciéon (Andronie-Cioara et al.,
2023). La superdxido dismutasa 1 y 2 (SOD-1 y SOD-2, respectivamente) son enzimas antioxidantes que desempefian un papel vital en la
proteccion de las células contra el estrés oxidativo. Comprender el efecto de los R-MCB en estos marcadores en el contexto de la EA es esencial
para desarrollar terapias dirigidas para aliviar la progresién de la enfermedad y los sintomas asociados. Nuestros hallazgos revelaron que E.
mundtii CRL 35 provocd un aumento significativo en la expresion de iNOS (Figura 16A), una enzima cuya sobreexpresién se ha relacionado con la
generacion de peroxinitrito, contribuyendo asi a un ciclo progresivo de neuroinflamacidn. En contraste, ninguno de los R-MCB analizados mostré

efectos sobre la expresion de SOD-1 y SOD-2 (Figura 16B y 16C). El efecto observado de la cepa CRL 35 sobre la expresion de iNOS subraya la
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importancia de examinar cada postbidtico de manera individual, ya que pueden generar respuestas bioldgicas distintas en cada contexto,

reforzando la necesidad de evaluar tanto probidticos como postbidticos en funcidn de sus efectos especificos.
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Figura 16. Efecto de los postbidticos sobre la expresion de iNOS (A), SOD-1 (B) y SOD-2 (C) en células BV-2 estimuladas por 0AB1-425 M durante 8 h. Los asteriscos indican

diferencias significativas en comparacion con el grupo tratado con oAB1-42 (*p < 0,05, ns = no significativo)

Los resultados obtenidos en este capitulo destacan la capacidad de las BL seleccionadas para influir en el ambiente celular frente al desafio con

oligdmeros beta-amiloides (0AB1-42). A pesar de no haber observado un efecto sobre la viabilidad celular, los medios condicionados bacterianos

(R-MCB) demostraron poseer actividades antioxidantes y antiinflamatorias significativas en las células de microglia BV2. Estos hallazgos sugieren

gue las BL ensayadas podrian ofrecer un enfoque terapéutico dual, combinando efectos antioxidantes y antiinflamatorios.

65



Resultados y discusion: Capitulo 2

Conclusiones parciales

En células BV2, los sobrenadantes obtenidos tras el tratamiento con los
postbidticos de las tres cepas lacticas evaluadas lograron reducir los radicales
ABTSe+, lo que evidencia la presencia de metabolitos con marcada actividad
antioxidante. Este efecto fue confirmado mediante el ensayo CUPRAC, donde
unicamente E. mundtii CRL 35 y L. brevis CRL 2013 mostraron una reduccion
eficiente de iones cupricos. Estos resultados no solo validan la capacidad
antioxidante de los metabolitos liberados, sino que revelan diferencias
funcionales en los mecanismos antioxidantes entre las cepas, subrayando el
valor de su caracterizacion especifica para futuras aplicaciones terapéuticas.
Todos los postbidticos evaluados redujeron significativamente la expresion de IL-
1B en células BV2 desafiadas con 0ABi42, evidenciando un efecto
antiinflamatorio comun sobre este marcador temprano. Especificamente, los R-
MCB de L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013 también
disminuyeron IL-6 y TNF-a, reforzando su potencial terapéutico en
neuroinflamacion. En contraste, E. mundtii CRL 35 aumento significativamente
la expresién de iNOS, sugiriendo una mayor produccién de dxido nitrico.

Los MCB evaluados no mostraron efectos citotdxicos per se sobre las lineas
celulares N2a ni BV2 bajo las condiciones experimentales, lo que confirma su
seguridad basal en modelos neuronales y microgliales. Sin embargo, tras la
estimulacion aguda con 0ABi-a2, ninguno de los MCB logré contrarrestar la
pérdida de viabilidad celular, lo que indica que sus efectos beneficiosos no se
traducen en una proteccion directa frente a la citotoxicidad inducida. Este
resultado sugiere que la accién de estos postbidticos podria operar a través de

mecanismos protectores indirectos.
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Capitulo 3. Estudio in vivo del efecto de las BL seleccionadas en

un modelo murino.

Introduccion

Con la finalidad de evaluar el efecto in vivo de las cepas lacticas L. delbrueckii subsp.
lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013 se decidié utilizar un modelo de deterioro cognitivo
inducido por escopolamina. Los modelos animales tratados con escopolamina se utilizan
ampliamente en estudios neurocognitivos ya que la administracién de esta droga induce
algunas caracteristicas moleculares y conductuales similares a la enfermedad de

Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos (K. S. Tang, 2019).

La escopolamina es un antagonista de los receptores muscarinicos que bloquea la
neurotransmisién colinérgica, provocando deterioro cognitivo en los roedores. Produce
una disminucién en la actividad de la enzima colinacetiltransferasa (ChAT) y un aumento
de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), lo que lleva a una disminucién en los
niveles de acetilcolina (ACh). Por otro lado, esta droga genera un aumento en la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno que inducen estrés oxidativo y esto
conlleva a alteraciones en la cogniciéon y en la memoria de los roedores (Figura 17)

(Cheon et al., 2021; Rahimzadegan et al., 2018).

. Acetilcolina

Escopolamina .

@)
. . Receptor Membrana neuronal

muscarinico postsinéptica

Disminuyen los niveles de acetilcolina
y la transduccién de senales

Actividad l Actividad T
ChAT AChE

Alteracién en la memoria y cognicion

Figura 17. Modo de accidn de la escopolamina. La escopolamina actia como un antagonista de los

receptores muscarinicos, bloqueando la neurotransmision colinérgica. Esta inhibicion se asocia con una
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disminucion en la actividad de la colina acetiltransferasa (ChAT) y un incremento en la actividad de la
acetilcolinesterasa (AChE). Ademas, induce un aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS), desencadenando estrés oxidativo que contribuye a alteraciones cognitivas y déficits en la memoria.

En este modelo se evaluaron los cambios neurobioquimicos, protedmicos y
conductuales del efecto de la administracién de las BL seleccionadas sobre los cambios
producidos por la escopolamina en un modelo de ratén. Para este estudio, se utilizé la
bacteria completa en lugar de los medios condicionados (MCB) debido a que la
interaccion de la bacteria con las células del huésped es mas compleja y podria activar
mecanismos adicionales a través del contacto directo o la internalizacién. Este enfoque
permite una evaluacidn mas representativa de su impacto fisioldgico, dado que, en un
entorno natural, el huésped responde tanto a los metabolitos secretados como a la
bacteria en si, lo que podria generar efectos sinérgicos. Ademads, el uso de la bacteria
completa evita la posible degradacion o pérdida de actividad de ciertos metabolitos

fuera del sistema bacteriano, lo que podria influir en los efectos observados con el MCB.

69



Materiales y métodos: Capitulo 3

Materiales y métodos

1.  Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos y hembras, de 6 semanas de edad pertenecientes
a la colonia cerrada de CERELA. Los animales fueron alojados en jaulas de policarbonato
con temperatura ambiente controlada (22 + 2 ° C de temperatura, 55 + 2% de humedad)
y alimentados ad libitum con dieta balanceada convencional. El bienestar animal estuvo
a cargo de investigadores y personal capacitado en cuidado y manejo de animales de
CERELA, siguiendo estrictamente las recomendaciones de la Comisidn Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). La salud y el comportamiento de
los animales fueron monitoreados diariamente siguiendo el protocolo CRL-CICUAL-GN-

2024/1A. Los ensayos para cada parametro estudiado se realizaron en cinco ratones por

grupo.

1.1 Protocolo de alimentacion

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581 vy Levilactobacillus brevis CRL 2013, se
administraron durante 28 dias consecutivos a las dosis de 10% y 10° células/ratén/dia,
respectivamente, en el agua de bebida (LDR 1%, 4 mL por ratén por dia) de acuerdo a
modelos previamente puestos a punto en CERELA (Cataldo, Villena, et al., 2020; Elean

et al., 2020).

2. Modelo de deterioro cognitivo agudo inducido por

escopolamina
Se conformaron 5 grupos experimentales, tanto para machos como para hembras, que
se dividieron de acuerdo al protocolo de alimentacidn y al tratamiento recibido. Estos

grupos son:

e Grupo 1: Control bioterio (Alimentacién: LDR 1 %; tratamiento via
intraperitoneal (IP): solucién salina 0,9 %)

e Grupo 2: Escopolamina (Alimentacién: LDR 1 %; tratamiento via IP:
escopolamina 1 mg/kg por 7 dias consecutivos)

e Grupo 3: Donepecilo (Alimentacién: LDR 1 %; tratamiento via IP: escopolamina

1 mg/kg por 7 dias consecutivos; tratamiento via oral: donepecilo 2,5 mg/kg)
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e Grupo 4: CRL 2013 (Alimentacion: LDR 1% + 10° UFC de CRL 2013; tratamiento
via IP: escopolamina 1 mg/kg por 7 dias consecutivos)
e Grupo 5: CRL 581 (Alimentacion: LDR 1% + 108 UFC de CRL 581; tratamiento via

IP: escopolamina 1 mg/kg por 7 dias consecutivos)

El dia 21 de iniciada la administracion de los probidticos, los ratones recibieron
escopolamina (1 mg/kg) por via intraperitoneal durante 7 dias consecutivos. A su vez,
los ratones del grupo 3, iniciaron el tratamiento con donepecilo, una droga comercial

inhibidora de la acetilcolinesterasa, en dosis de 2,5 mg/kg por via oral.

Un resumen del protocolo del modelo experimental se muestra en la Figura 18. En todos
los grupos, se registrd el peso corporal de los animales y la ingesta de alimento una vez

por semana.

C57BL/6 machos y
hembras de 6 semanas
22 + 2 °C temperatura

55 £ 2 % humedad
Ciclo luz/oscuridad 12 h

Administracion de bacterias lacticas por 28 dias

Grupo 4 - CRL 2013 (10° UFC/dia/ratén)

Grupo 5- CRL 587 (10° UFC/dia/raton) 3 i

Escopelamina IP x 7 dias

Dias 7 0 21 28
I 7F i )
Adaptacion Test conductual Sacrificio

Figura 18. Representacion esquematica del protocolo de trabajo en el modelo murino.

3. Ensayo conductual

3.1 Prueba de Reconocimiento de Objetos en Campo Abierto

El primer dia de la inyeccion de escopolamina, se evaluaron los parametros
conductuales utilizando la Prueba de Reconocimiento de Objetos en Campo Abierto.
Esta prueba se realizd utilizando el método descripto por Ennaceur & Delacour, 1988.
La misma se llevd a cabo en una caja cuadrada con dimensiones de 40 cm x 40 cm x 32
cm y consto de tres etapas.

1- Fase de Habituacidn: en una primera instancia, los ratones fueron colocados en
el campo abierto vacio y se les permitid explorar el area durante 5 minutos para su

habituacidn al espacio.
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2- Fase de Entrenamiento: 24 horas después de la habituacién, los ratones se
colocaron en la caja con dos objetos idénticos (objeto familiar: O1) posicionados en dos
esquinas adyacentes, a 10 cm de las paredes, y tuvieron libertad de explorar el campo y
los objetos durante 5 minutos. Inmediatamente después de esta etapa, los animales
recibieron la inyeccidn IP segln el grupo experimental al que pertenecian.

3- Fase de Prueba: esta Ultima etapa se llevd a cabo 2 horas después de la fase de
entrenamiento y uno de los objetos dentro del campo fue reemplazado por otro con
una textura y tamafio similares, pero de diferente color y forma (objeto nuevo: 02).

Los objetos y la caja se limpiaron con una solucidn de etanol al 70% entre cada ratén
para eliminar olores y residuos. Las exploraciones durante la sesién de entrenamiento y
prueba fueron registradas en video utilizando una cdmara Xiaomi Dual Pixel PDAF.

En la figura 19 se muestra una representacion grafica de las etapas del ensayo.

00 00
e e
| [ | [ O
\ \"\ \"\
HABITUACION ENTRENAMIENTO PRUEBA
. 24h 2h )
5min —p 5min — 5min

L Inyeccion IP segin el grupo

Figura 19. Representacion esquematica de las distintas fases del test conductual.

3.2 Analisis de videos con el software STUART (Ing. en Sistemas — UTN)

Para evaluar el comportamiento de los animales en la Prueba de Reconocimiento de
Objetos en Campo Abierto, se empled STUART, un software desarrollado especialmente
por estudiantes de Ingenieria en Sistemas de |la Universidad Tecnoldgica Nacional de
Tucuman. Este programa permitié un rastreo preciso de la nariz de los ratones, definida
como el punto clave de interés para evaluar la exploracién animal.

El sistema de procesamiento de videos STUART combina dos modelos de redes
neuronales disenados para tareas especificas y complementarias, permitiendo un
analisis preciso del comportamiento animal. El modelo de redes neuronales fue

entrenado utilizando un dataset de fotogramas extraidos de diferentes videos.
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El primer modelo, se encarga de detectar los objetos de interés en la escena
experimental y la base de la caja donde se desarrolla el movimiento del raton y sus
interacciones con los objetos. Una vez identificados los objetos, entra en accién el
segundo modelo, que detecta puntos anatémicos claves en el cuerpo de los ratones. En
este caso, teniendo conocimiento que los roedores exploran principalmente mediante
el olfato, este modelo de seguimiento se basé en la deteccidn del punto de la nariz de
los animales. Una vez entrenado el modelo, STUART procesé cada video obtenido
durante el ensayo conductual. El software permitié establecer un area de interés de 2
cm a la redonda de cada objeto para evaluar la exploracién de los mismos y una zona

central de 20 x 20 cm para evaluar el nivel de ansiedad de los animales (Figura 20).

Areade interés

Figura 20. Fotografia del campo, el drea central y las zonas de interés alrededor de los objetos.
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Los pardmetros analizados incluyeron la distancia total recorrida, el tiempo de
permanencia en el cuadrante central, y el tiempo dedicado por cada animal a explorar
ambos objetos. Ademas, el rastreo generd un mapa visual de las trayectorias recorridas
por los animales dentro del campo, proporcionando un andlisis cualitativo de su
desplazamiento. El flujo de adquisicidn y procesamiento de datos mediante STUART se

muestran en la Figura 21.

-
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proyecto

Curado de datos

Extraccién de
fotogramas
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puntosy zonas

~

de interés

Procesamiento de videos
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trayectorias
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Datos filtrados

detectados
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Figura 21. Flujo de adquisicidn y procesamiento de datos mediante el software STUART.

3.3 Exploracidn de objetos en campo abierto

El tiempo de exploracion de los objetos se calculé analizando el tiempo que los ratones
dedicaron a explorar cada objeto durante la fase de prueba del ensayo conductual. Se
definié como exploracién cuando el ratdn se acercaba a menos de 2 cm del objeto y/o
lo tocaba con la nariz.

El software STUART permitio delimitar una zona de interés de 2 cm alrededor de cada
objeto y, mediante un vector, detectar el momento en que la nariz del animal apuntaba
hacia el objeto. Asi, el tiempo de exploracidn se registréd Unicamente cuando el animal

se encontraba a menos de 2 cm del objeto y con la nariz dirigida hacia este (Figura 22).
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Ademas, el software excluyd las situaciones en las que el ratén se posicionaba sobre el

objeto, dado que esta accidn no se considera exploracion activa (Figura 23).

8

Figura 22. A) El raton se encuentra a 2 cm del objeto de interés con su nariz apuntando hacia él. B) El ratén
se encuentra dentro del area de interés de 2 cm, pero no se contabiliza el tiempo ya que su nariz no esta
en direccion al objeto.

Figura 23. El ratdén se encuentra posicionado sobre el objeto, por lo tanto, el software STUART no
contabiliza el tiempo ya que no se considera un comportamiento exploratorio.

El indice de reconocimiento porcentual (IR %) se calculé dividiendo el tiempo que el
animal explora el objeto nuevo (02) sobre la sumatoria del tiempo de exploracion de
ambos objetos (01 + 02). Finalmente se multiplicé por 100 para expresar el valor en

porcentaje.

R%= —2 x100
To1+ To2
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4, Parametros bioquimicos en suero

24 horas después de la ultima inyeccidon de escopolamina, se anestesid a los animales
con una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg). Se colectd sangre
mediante puncidn cardiaca, la cual se centrifugd a 10.000 x g durante 5 min, y el suero
se utilizé para determinar parametros bioquimicos mediante el uso de kits comerciales
especificos. Las determinaciones incluyeron la medicién de glucosa, colesterol y
triglicéridos, utilizando kits provistos por Wiener Lab. Estas evaluaciones se realizaron
con el objetivo de obtener una comprensién integral del estado general de salud de los

animales utilizados como sujetos de estudio.

5. Evaluacion de translocacion bacteriana

Se realizd la diseccion de higado y bazo en condiciones de esterilidad y se los colocaron
en tubos falcon con 5 mL de SF estéril 0,1% (p/v). El peso de los tejidos se calculé por
diferencia de peso en los tubos previamente pesados y se disgregaron mediante un
homogenizador. Se realizaron diluciones seriadas de los homogenatos y se sembraron
100 uL de cada diluciéon y del homogenato puro en medio MacConkey y MRS agar, para
realizar el recuento de enterobacterias y lactobacilos respectivamente, luego de la

incubacién a 372C (24-48 h).

6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos y graficos se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 8.0
(GraphPad Software, Inc., CA, EE. UU.). Se determinaron diferencias significativas
mediante la aplicacion de ANOVA unidireccional seguido por la prueba de Tukey. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. A menos que se
indique lo contrario, todos los valores fueron las medias de 5 ratones por grupo *

desviacion estandar (DE).

7. Preparacion y Analisis de homogenatos cerebrales

7.1 Diseccion de cerebro

El cerebro completo fue cuidadosamente extraido y colocado en una placa de Petri
estéril que contenia PBS frio. Se diseccioné el cerebelo y se realizd un corte midsagital
del cerebro. La mitad del cerebro se colocé en un tubo de 2 mL que contenia 3 grandes

perlas de vidrio de 5 mm para obtener los homogenatos. La otra mitad del cerebro se
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utilizé para realizar la diseccidén y extracciéon de ARN total de hipocampo y cértex (3

ratones por grupo, ver secciéon 7.2 y 7.5 respectivamente).

7.2 Preparacion de homogenatos de cerebro

Se afiadié buffer de homogenizacién al 10 % (p/v) a los tubos que contenian los cerebros
junto con las 3 perlas de vidrio y se realizaron 4 ciclos de vortex para disgregar el tejido.
La mezcla se centrifugd a 10.000 x g, 10 min a 4°C y el sobrenadante se colocé en un
nuevo tubo. Los homogenatos obtenidos se utilizaron para determinar diferentes
parametros neurobioquimicos (AChE, GSH, CAT y MDA) y para los analisis protedmicos,
se separd una alicuota del homogenato cerebral (200 L) y se afiadié PMSF hasta una

concentracion final de 1 mM para minimizar la degradacién por proteasas.

7.3 Determinacion de concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas totales de los homogenatos se determind utilizando el
reactivo de Bradford comercial (Bio-Rad Laboratories Inc.) siguiendo las instrucciones
del fabricante y utilizando albimina sérica bovina como estandar (0,05-0,50 mg/mL). Se
agregd 10 plL de muestra a 200 uL de la solucién de Bradford. La mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min y se determiné la concentracidon de proteinas
espectrofotométricamente usando un lector de microplacas Infinite 200 PRO (Tecan
Trading AG, Suiza) midiendo la absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresaron en

mg/mL.

7.4 Ensayos neurobioquimicos

7.4.1 Actividad de enzima acetilcolinesterasa (AChE)
La actividad de AChE se determind mediante el método de Ellman descripto en el
capitulo 1, donde el homogenato cerebral se incubé con DTNB en un tampdn fosfato
durante 10 minutos. Inmediatamente después de la adicion del sustrato ATC a la mezcla,
la absorbancia se leyd a 412 nm durante 5 minutos. La actividad de AChE se expresé en
nmol/min/mg de proteina (actividad especifica).

7.4.2 Actividad catalasa (CAT)
La actividad de la enzima catalasa (CAT) se determind midiendo el perdxido de
hidrogeno residual tras la incubacion con muestras de homogenato de cerebro. Para

ello, se preparé al momento de la determinacion una solucion de H,0, 11,1 mM,
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diluyendo la solucién stock de peréxido de hidrégeno en buffer fosfato de sodio (NaPi)
50 mM, pH 7. Se sembraron 20 pL de la muestra o de buffer NaPi (como blanco de
reaccidén) en una microplaca UV. Se agregaron 180 pL de la solucién de H,0, 11,1 mM
para iniciar la reaccién. Inmediatamente, la microplaca se colocd en el lector,
registrando el cambio en la absorbancia a 240 nm durante 5 minutos. La actividad
catalasa se expresé como la constante de velocidad (k) de una reaccién de primer orden,
ajustada en funcion de la cantidad de proteina presente (unidades enzimaticas/mg de
proteina).

7.4.3 Determinacion del contenido de peroxidacion lipidica
El ensayo de peroxidacién lipidica se llevd a cabo mediante la cuantificacion del
malondialdehido (MDA) en homogenatos cerebrales, utilizando la técnica de reaccién
con acido tiobarbiturico (TBA).
Para el procedimiento, se afiadieron 300 pL de homogenato de cerebro 1X en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL, al que se le agregaron 300 uL de acido tricloroacético (TCA) al 10
% para precipitar las proteinas. Como control, se utilizd un blanco de reaccién con 300
pL de buffer de homogeneizacién en lugar del homogenato cerebral. Las muestras se
incubaron a 4 °C durante 30 minutos, seguidas de centrifugacion a 10.000 x g durante
10 minutos a la misma temperatura. Se recuperaron los sobrenadantes y, en un nuevo
tubo, se mezclaron 500 pL del sobrenadante con 250 plL de una solucién acuosa de TBA
al 0,367 % (preparada con calor). Las muestras se incubaron a 80 °C durante 40 minutos
en un termobloque, se dejaron enfriar, y posteriormente se sembraron 200 ulL de las
muestras y del blanco de reaccién en una microplaca para su lectura a 530 nm.
Para el calculo de la concentracion de MDA, se aplicé la Ley de Lambert-Beer utilizando
el coeficiente de absortividad molar del MDA (¢ = 1,56 x 10° M/cm), donde la
absorbancia (Absssonm) €s proporcional a la concentracion (C) y a la longitud de la
trayectoria optica (I) de 0,5 cm. Los resultados obtenidos se transformaron en
nanomoles de MDA, ajustando por el factor de diluciéon (1,49) correspondiente al
agregado de TBA, y se normalizaron en funcidon de la cantidad de proteinas totales,

expresando los resultados en nmol de MDA por mg de proteina.

78



Materiales y métodos: Capitulo 3

7.4.4 Estimacion del contenido de glutation reducido (GSH)

El contenido de glutatién reducido (GSH) en el cerebro se determind mediante el
método de Ellman, utilizando una curva estdndar de GSH para calcular su concentracién
en el homogenato cerebral, expresado en mM/mg de proteina.

Se colocaron 300 uL de homogenato de cerebro en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, al que
se le anadieron 300 pL de &acido tricloroacético (TCA) al 10 % para precipitar las
proteinas. Se incluyé un blanco de reaccién con 300 pL de buffer de homogeneizacién
en lugar de homogenato. Las muestras se incubaron a 4 °C durante 30 minutos, seguidas
de centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos a la misma temperatura. Se
recuperaron los sobrenadantes para el analisis.

Paralelamente, se prepararon soluciones estandar de GSH (0,01; 0,05; 0,1; 0,5y 1 mM)
para construir una curva de calibracién. La mezcla de reaccién, preparada al resguardo
de la luz, contenia 125 plL de buffer NaPi 0,1 M (pH 8,4), 17 uLde DTNB3 mM y 38 ulL de
agua ultrapura. A continuacion, se sembraron 180 uL de esta mezcla de reaccion en una
microplaca, junto con 20 pL de cada muestra o estandar de GSH por duplicado o
triplicado. Tras incubar la microplaca a temperatura ambiente durante 10 minutos, se
midio la absorbancia a 412 nm. Finalmente, la concentracidon de GSH se calculd a partir

de la recta de calibracién, expresando los resultados en mM de GSH por mg de proteina.

7.5 Analisis de expresidn de citoquinas en cortex e hipocampo por RT-qPCR
La expresion de citoquinas en tejidos de cértex e hipocampo se evalué como se describio
anteriormente con algunas modificaciones. Los tejidos se mezclaron con perlas de vidrio
de 1 mm (Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, Estados Unidos) en RNAzol RT (RN190) en
una proporcién 1 mL de solucién cada 100 mg de tejido. Luego, los tejidos fueron
fragmentados mediante un disruptor celular Mini-BeadBeater-8 (Biospec Products Inc.;
Bartlesville, OK, Estados Unidos), a maxima velocidad durante 2 ciclos de 30 segundos
cada uno, intercalando intervalos de enfriamiento en hielo de 1 minuto entre cada ciclo.
Luego se agregaron 400 plL de agua libre de ARNasa por cada 1 mL de RNAzol a cada
tubo y se centrifugd durante 15 min a 12.000 x g para eliminar los restos celulares y las
perlas de vidrio. Los sobrenadantes conteniendo el ARN se transfirieron a nuevos tubos
y el proceso de aislamiento siguié como se detallé anteriormente. La pureza y cantidad

total de ARN se analizaron mediante un espectrofotémetro Nabi UV/vis Nano
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(MicroDigital Co., Ltd., Corea). El ADNCc se sintetizd a partir del ARN total utilizando el kit
gScript cDNA SuperMix (Quanta Bio, Genbiotech, Argentina) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para realizar la PCR cuantitativa en tiempo real se utilizé Supermix SYBR
Green iQ5 (Bio-Rad) y el sistema iQ5 (Bio-Rad). Los oligonucleétidos utilizados se
enumeran en la Tabla 4. Se calcularon los cambios relativos luego de la normalizacién
con B-actina y la expresidon se obtuvo respecto a los animales control sin tratar

establecidos en 1.

Tabla 4. Cebadores empleados para RT-gPCR en cértex e hipocampo de ratones C57BL/6.

Secuencia de cebadores .
Nombre s e s > SN Referencias
Cebador sentido (5 >3) Cebador anti-sentido (3'>5)
B-actina  5'-CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3'  5'ACAGCCTGGATGGCTACGTA-3' (Ca;:ﬁo,z\glzlg; 4
TNF-a  5-GTGGTCAGGTTGCCTCTGTCTC' 5 -TGGCTCTGTGAGGAAGGCTGTG-3 (I Zg%’;%)et al,
. . . . (H.Zhangetal.,,
IL-18 5 TTTCCTCCTTGCCTCTGATGGG-3'  5'-CCACACGTTGACAGCTAGGTTC-3 2020)

IL-6 5 CTTGGGACTGATGCTGGTGACA-3'  5-GCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA3  (H- Zg;g%)et el
SOD-1 5'-TGCGTGCTGAAGGGCGAC-3' 5'.GTCCTGACAACAACCTGGTTC-3'  (Cui et al., 2019)
SOD-2 5'-GGAGCAAGGTCGCTTACAGA-3' 5'-GTGCTCCCACACGTCAATC-3' (Cui et al., 2019)

. . . . . (H. Zhangetal.,

iNOS  5-GGACGAGACGGATAGGCAGAGA-3'  5'-TCTTCAAGCACCTCCAGGAACG-3 2020)

7.6 Analisis protedmico del homogenato de cerebro

7.6.1 Preparacion, separacion y espectrometria de masa de los péptidos
Después de concentrar las muestras de proteinas mediante SDS-PAGE, las mismas
fueron reducidas con 20 mM de ditiotreitol (DTT) durante 45 minutos a 56 °Cy alquiladas
con 50 mM de iodoacetamida durante 45 minutos en la oscuridad. Se utilizd tripsina
para la digestion durante toda la noche y los péptidos fueron extraidos con acetonitrilo.
Las muestras se liofilizaron mediante Speed Vac y se resuspendieron con 30 uL de acido
trifluoroacético al 0,1%. La desalacidn se realizé usando columnas zip Tip C18 (Merck).
Posteriormente, se analizé mediante nanoHPLC acoplada a un espectrémetro de masas
con tecnologia Orbitrap, que permite separar los péptidos obtenidos por la digestion
con tripsina de la muestra y su identificacion posterior. La ionizacion de las muestras se
lleva a cabo mediante electrospray. Se utilizd un cromatoégrafo de la marca

ThermoScientific, modelo EASY-nLC 1000, adecuado para separar complejos proteicos
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con un alto grado de resolucién utilizando una columna de fase reversa. La columna

utilizada fue una EASY-Spray Accucore (P/N ES902) (ver figura 22).

7.6.2 Identificacidon y cuantificacion de proteinas
Los espectros obtenidos fueron analizados con el programa Proteome Discoverer,
utilizando la base de datos correspondiente al proteoma de Mus musculus (Mouse)
UP000000589. Proteome Discoverer version 2.2 (Thermo Scientific), es un motor de
busqueda en el cual el usuario debe seleccionar la base de datos y ciertas caracteristicas
que se vinculan con la forma en que fue tratada la muestra. En base a esta informacién
y a los datos crudos obtenidos del espectrometro de masa, el programa desarrolla un
informe donde indica que proteinas fueron identificadas y los péptidos que utilizé para
esta identificacién. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos
(High/Medium/Low) y el usuario decide con cual nivel de confianza trabajar, siendo

siempre preferible utilizar solo los péptidos de nivel High.

Criterios de busqueda

Base de datos: Mus musculus (Mouse) UPO00000589

Enzima: tripsina

Miscleavage: 2

Tolerancia de masa para precursor: 10 ppm

Tolerancia de masa para fragmento: 0,05 Da

Modificaciones Dinamicas: Oxidacion (M)

Modificaciones estaticas: Carbamidometilacién (C)

Nivel de confianza de los péptidos: High

Minima cantidad de péptidos diferentes identificado por proteina: 2

Los resultados se obtienen en dos etapas. En la primera etapa se realiza la busqueda
individual de cada muestra y, en la segunda etapa, se realiza un Multiconsensus en el
cual se agrupan todas las busquedas para generar la planilla MC/LFQ donde quedan
consolidados los datos en una Unica tabla. En la segunda etapa la cantidad de proteinas
aumenta debido a la utilizacién de la funcidén Feature Mapper. Esta funcién compara los
espectros obtenidos en todas las corridas y esto genera cambios en las proteinas que se

muestran en la tabla MC/LFQ con respecto a lo que habia en las individuales, resultando
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en un aumento en la cantidad de proteinas identificadas. Esto se debe a diversas
acciones que realiza el software:

-Sienla busqueda individual se detecta 1 sélo péptido de alta confianza de una proteina,
esta no aparece como hit en la lista porque no cumple con el criterio impuesto de dos
péptidos por proteina. Sin embargo, si en al menos otra muestra, esa proteina cumple
con los criterios de busqueda, al realizar el Multiconsensus esa proteina también
aparecerd como hit en la muestra donde antes no lo estaba y tendra el valor
correspondiente a la muestra individual en la columna PSMs.

- Si en una muestra un pico parental de un posible péptido no es identificado porque la
evidencia MS/MS no es suficiente para que tenga alta confianza, pero en otra muestra
ese péptido si es identificado con alta confianza y asignado a su proteina, entonces el
programa asume que ese parental sin identidad corresponde al péptido identificado en
otra muestra y le asigna una abundancia, en base al drea de ese parental. La abundancia
de este péptido luego es asignada a la proteina correspondiente, por lo tanto, si esta
proteina antes no estaba identificada en esas muestras de forma individual, en el
Multiconsensus si lo estara. La diferencia con el punto anterior es que en este caso la
columna PSMs no tendrd valores ya que el péptido en esa muestra no esta identificado
con alta confianza. El Feature Mapper, ademas de basarse en los m/z, también realiza

un alineamiento segun los tiempos de retencidn utilizando una ventana de 10 min.

7.6.3 Procesamiento de datos y analisis estadistico
El software Perseus (Tyanova & Cox, 2018) se utilizd para el analisis bioinformatico. Dado
gue cada tratamiento se realizd por triplicado, las proteinas identificadas en al menos
dos de las tres repeticiones y con al menos 2 recuentos de MS/MS se incluyeron para
analisis posteriores. El analisis de expresién diferencial se realizé utilizando intensidades
LFQ (Label-free quantitation). Después de la transformacion Log2 de las intensidades y
el filtrado de los datos, se usé una prueba t de Student de dos muestras para determinar
proteinas diferencialmente abundantes usando un filtro FDR (false discovery rate)
basado en permutacion al 5%. Se utilizaron graficos de dispersiéon para determinar la
correlacidn entre las réplicas. Los valores de Log2FC (diferencia de la prueba t de Student
entre las intensidades de Log2 de las muestras) y los valores de -Log p se usaron para

generar graficas de volcanes. El flujo de trabajo experimental se muestra en la Figura 24.
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Flujo de trabajo experimental de protedmica por LFQ

@ —

Extraccion Homogenato Concentracion Digestion con
de cerebro 3 replicas por grupe de muestras tripsina

Péptidos

E@e— ) —[ )
LY

Analisis estadistico y Identificacién y Espectrometria
visualizacion de datos analisis proteico de masas

Figura 24. Flujo de trabajo experimental de espectrometria de masas de cuantificacion libre de

etiquetados (LFQ-MS) utilizado para muestras de homogenato de cerebro de ratones C57BL/6.
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Resultados y discusion
Efecto de los probidticos y la escopolamina sobre los procesos de

memoria en la prueba de reconocimiento de objetos en campo abierto

La Prueba de Reconocimiento en Campo Abierto es un método empleado para evaluar
la memoria y el comportamiento exploratorio en roedores (Carter & Shieh, 2015). Este
ensayo se fundamenta en tres aspectos claves:

1. Actividad general: los ratones tienen una tendencia natural a explorar su entorno.
Durante la prueba, se mide la actividad locomotora y el desplazamiento de los animales
dentro del campo.

2. Ansiedad: se valora a través del tiempo que los animales permanecen en el area
central del campo (zona abierta) en comparacién con las areas periféricas (zona
considerada mas segura). Los animales con niveles mds bajos de ansiedad tienden a
explorar el centro, mientras que aquellos con mayor ansiedad se mantienen en los
bordes, donde perciben mayor proteccién.

3. Memoria de reconocimiento: se basa en la tendencia natural de los roedores a
explorar elementos novedosos, lo que permite inferir la retencién de informacién sobre
experiencias previas. Este punto se mide al introducir un nuevo objeto en el campo y los
ratones que recuerden al objeto original mostrardn mayor interés en el nuevo,
dedicando mas tiempo a su exploracion.

Para este ensayo los animales se colocaron, de forma individual, en el campo vy se les
permitid explorar durante 5 minutos para familiarizarse con el entorno (Fase de
Habituacion). Al dia siguiente, se inicié el ensayo en si mismo el cual consta de dos
etapas. La primera es la Fase de Entrenamiento, donde los animales permanecieron en
la caja, junto con dos objetos (objeto familiar: O1) exactamente idénticos, durante 5
minutos y se registré su actividad exploratoria mediante filmacién. Inmediatamente
después de la Fase de Entrenamiento, los animales recibieron una inyecciéon de
escopolamina o solucién salina segun el grupo experimental. Luego de 2 h, se realizé la
Fase de Prueba, colocando a los animales en la misma caja, pero en esta instancia se
reemplazé uno de los objetos por otro del mismo material, pero de diferente forma 'y

color (objeto nuevo: 02).
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Para el seguimiento de los animales, se empled el software STUART desarrollado
especificamente para el analisis, el cual permitié entrenar una red neuronal disefada
para rastrear la posicion y el desplazamiento de los roedores de manera precisa. En una
primera instancia, se cargaron los videos en el programa y se extrajeron distintos
fotogramas. Posteriormente, teniendo en cuenta que los roedores exploran
principalmente mediante el olfato, se etiquetd la nariz de los ratones como zona de
interés ya que es fundamental para evaluar los patrones de exploracion y
desplazamiento (Antunes & Biala, 2012). De esta forma, luego de entrenar la red, el
software detectd y siguié automaticamente este punto de interés a lo largo de cada uno
de los videos, brindando datos precisos sobre la posiciéon y el movimiento de los
animales a través del campo.

En la Figura 25 se muestra la trayectoria detectada por STUART de un animal
representativo de cada grupo experimental. Durante la Fase de Entrenamiento, el
patron de desplazamiento de los animales para cada grupo fue similar. En cambio, en la
Fase de Prueba, se observa que la trayectoria de los animales del grupo escopolamina
tuvieron un desplazamiento casi exclusivo en la zona de la periferia junto a los bordes
del campo (zona segura). En este analisis cualitativo, el patrén de desplazamiento es
diferente en los grupos tratados con donepecilo y ambas cepas probidticas donde se
puede observar mayor desplazamiento a través de todo el campo en comparacién con

el grupo que sélo recibe escopolamina.
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Control Escopolamina Donepecilo

ENTRENAMIENTO

PRUEBA

ENTRENAMIENTO

PRUEBA

Figura 25. Esquema de las trayectorias registradas durante la Fase de Entrenamiento y de Prueba para todos los grupos. Las imagenes corresponden a un raton representativo

para cada grupo experimental, en azul ratones machos y en rojo hembras.
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Para el analisis cuantitativo, los datos obtenidos mediante el software STUART permitieron determinar que no hay diferencias significativas en

la distancia total recorrida por los animales en ninguno de los grupos, tanto en la Fase de Entrenamiento como en la Fase de Prueba (Figura 26).
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Figura 26. Distancia total recorrida en las fases de entrenamiento y prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo) en todo el campo. Cada grupo de datos (n = 5)

representa la media £ DE. Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581.

Para evaluar el comportamiento de los animales en este modelo, se delimité una zona de 20 x 20 cm y se midié el tiempo de permanencia de los
ratones en el area central. En la Figura 27, se puede observar que no hay diferencias significativas en el tiempo de permanencia de los ratones

del grupo control en el area central entre ambas fases del ensayo. En cambio, el tratamiento con escopolamina produjo una disminucion
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significativa en el tiempo de permanencia de los animales en el centro del campo. Dicho comportamiento no fue afectado de manera significativa

por el tratamiento con donepecilo ni con ambas cepas de BL.

100 100-

Tiempo area central (s)
Tiempo area central (s)

Ctrl SCo DPZ 2013 581 Ctrl SCO DPZ 2013 581
Bl Entrenamiento Prueba Il Entrenamiento Prueba
Figura 27. Tiempo en el area central del campo en las fases de entrenamiento y prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre la Fase de Entrenamiento y Fase de Prueba (**p < 0,01; ***p < 0,005); los simbolos numeral indican diferencias significativas de cada grupo respecto al
control bioterio (# p < 0,01). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. (n = 5)
Por otro lado, la Figura 28 muestra los resultados obtenidos al evaluar el tiempo de permanencia en el area central exclusivamente en la Fase de
Prueba de todos los grupos experimentales. Si bien el tratamiento con donepecilo y con las BL no aumentaron significativamente el tiempo de

permanencia en el centro del campo, si se observa una tendencia general a permanecer mas tiempo en la zona central en comparacién con los
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animales que solo recibieron escopolamina. Notablemente, esta diferencia se vuelve significativa en el grupo de las hembras tratadas con la cepa
CRL 2013, las cuales mostraron un tiempo de permanencia en el area central comparable al grupo control durante la Fase de Prueba. Este hallazgo
sugiere un efecto diferencial y potencialmente protector de dicha cepa en hembras, lo que podria estar vinculado a mecanismos neurobioldgicos

modulados por el sexo.
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Figura 28. Tiempo en el area central del campo durante la fase de prueba por ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los asteriscos indican diferencias significativas

respecto al control (*p < 0,05; **p < 0,01). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581. (n = 5)

Finalmente, se evalué la memoria de reconocimiento durante la Fase de Prueba considerando que los ratones tienen tendencia a explorar mas
tiempo un objeto nuevo (02) que uno familiar (01). La exploracién del objeto nuevo refleja el nivel de aprendizaje y memoria de reconocimiento

de los animales experimentales. En base al tiempo de exploracién de cada objeto obtenido durante la Fase de Prueba, se calculé el indice de
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reconocimiento porcentual utilizando la férmula descripta en materiales y métodos. Un indice de reconocimiento mayor al 50% indica una

preferencia por explorar el objeto nuevo en lugar del familiar, lo que se utiliza como un indicador de la memoria de los ratones. El indice de

reconocimiento mostrd diferencias significativas entre los grupos experimentales. La Figura 29 muestra como la administracién de escopolamina

redujo notablemente la capacidad de reconocimiento de objetos en comparacién con el grupo control, tanto en machos como en hembras. Por

otro lado, el tratamiento con ambos probidticos y el donepecilo mejord significativamente la memoria de reconocimiento respecto al grupo

tratado con escopolamina, obteniéndose resultados comparables a los del grupo control.
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Figura 29. indice de reconocimiento porcentual durante la fase de prueba como medida de la memoria de reconocimiento de ratones machos (azul) y hembras (rojo). Los

asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*p < 0,05). Ctrl, control; SCO, escopolamina; DPZ, donepecilo; 2013, Lv. brevis CRL 2013; 581, L. delbrueckii

subsp. lactis CRL 581. (n =5)
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Efecto de la administraciéon de las BL y el tratamiento con
escopolamina sobre el peso corporal e ingesta alimentaria de los

ratones

Durante toda la experimentacidn, con el objetivo de evaluar el estado general de salud
de los animales, se registraron el peso corporal y el consumo de alimento. Los resultados
indicaron que no se observaron diferencias significativas en el peso corporal entre los
distintos grupos, y el aumento gradual registrado coincide con lo esperado para ratones
de esta especie (Figura 30A). De manera similar, el consumo de alimento no presentd

variaciones significativas entre los grupos experimentales (Figura 30B).
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Figura 30. Peso corporal (AyB) e ingesta de comida (CyD) de ratones machos y hembras. Los valores de

peso corporal de cada grupo (n = 5) estan representados por la media + DE.

Parametros bioquimicos en suero y translocacion bacteriana

Con el objetivo de obtener una comprension detallada e integral del estado general de

salud de los animales se analizaron los pardmetros bioquimicos en suero. Los resultados
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muestran que no hubo diferencias significativas en todos los grupos experimentales

evaluados, tanto para ratones machos como hembras (Figura 31).
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Figura 31. Niveles en suero de glucosa (A), colesterol (B) y triglicéridos (C) en ratones machos (azul) y
hembras (rojo) para todos los grupos experimentales. (Control: control bioterio; SCO: escopolamina; DPZ:
escopolamina + tratamiento con donepecilo; 2013: escopolamina + CRL 2013; 581: escopolamina + CRL

581). Cada grupo de datos (n = 5) representa la media + DE.

Por otro lado, se realizd la prueba translocacion bacteriana para determinar la seguridad
de las cepas probidticas evaluadas. Para ello, se sembraron diluciones seriadas de
homogenatos de higado y bazo en MRS y MacConkey para evaluar la inocuidad del
suministro diario de las cepas. Tras 48 h de incubacion a 37 °C, no se observd
crecimiento en ninguno de los medios, lo que indica que la administracién de CRL 2013
y CRL 581, en las dosis y tiempos evaluados, no altera la permeabilidad intestinal ni

representa riesgo de translocacién bacteriana.
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Efecto de las cepas lacticas seleccionadas sobre la actividad

acetilcolinesterasa y el estrés oxidativo inducido por escopolamina

Uno de los principales tratamientos que reciben los pacientes con EA son los inhibidores
de AChE con la finalidad de evitar la degradacién de acetilcolina y mantener niveles
adecuados de la misma para la sinapsis colinérgica. En la actualidad, existen diversas
investigaciones enfocadas en encontrar terapias mas naturales que puedan inhibir a la
AChE y disminuir el dafio oxidativo.

En este estudio, evaluamos el potencial antioxidante e inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa de las BL seleccionadas sobre la neurotoxicidad inducida por
escopolamina.

La actividad de AChE en los tejidos cerebrales de todos los grupos se muestran en la
Figura 32A. La administracion de escopolamina produjo un aumento de los niveles de
AchE en el cerebro. Estos resultados son concordantes con los reportados previamente
por diversos autores (Choi et al.,, 2015; Foyet et al., 2019; S.-P. Li et al., 2018). En
contraste con el grupo tratado Unicamente con escopolamina, se observd una
disminucion significativa de la actividad de AChE en los grupos que recibieron
donepecilo o cualquiera de las cepas probidticas. Particularmente, el tratamiento con la
cepa CRL 581 demostrd una mayor eficacia en la reduccion de la actividad de AChE. Estos
resultados sugieren un potencial terapéutico significativo de los probiéticos,
especialmente de CRL 581, en la mitigacion de los efectos inducidos por la
escopolamina, sobre todo de la actividad de AChE, en el tejido cerebral.

Por otro lado, los cambios en los estados redox en el cerebro también estan relacionados
con el deterioro cognitivo inducido por escopolamina. Para evaluar estas alteraciones,
se determinaron las actividades de enzimas antioxidantes y marcadores de estrés
oxidativo.

En este estudio, los ratones tratados con escopolamina mostraron una disminucién
significativa en la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y un aumento en los
niveles de MDA en el cerebro. La administracion de la cepa CRL 2013 mostré un aumento
significativo en la actividad de la enzima catalasa en los cerebros de los ratones (Figura
32B). En cuanto a los niveles de MDA, un indicador de peroxidacion lipidica, se

observaron resultados divergentes segun el sexo. En hembras, solo los animales que

93



Resultados y discusion: Capitulo 3

recibieron la cepa CRL 581 mostraron una disminucién en los niveles de MDA. En
cambio, en ratones machos, ambas cepas probidticas demostraron la capacidad de
reducir los niveles de MDA, lo que indica un efecto beneficioso en la proteccién contra
el estrés oxidativo (Figura 32C). Es relevante sefialar que no se encontraron diferencias
significativas en la actividad de GSH entre los grupos, lo que sugiere que los tratamientos
con probidticos no afectaron los niveles de este antioxidante en particular (Figura 32D).
Estos hallazgos resaltan la complejidad de los mecanismos antioxidantes y subrayan la
importancia de investigaciones adicionales para comprender completamente el papel
de los probidticos en la modulacion de los estados redox en el cerebro de ratones

tratados con escopolamina.
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Figura 32. Estimacion de la actividad de acetilcolinesterasa (A), actividad de la catalasa (B), niveles de MDA

(C) y contenido de GSH (D) en el cerebro de ratones. (Control: control bioterio; SCO: grupo escopolamina;
DPZ: escopolamina + tratamiento con donepecilo; 2013: escopolamina + probidtico CRL 2013; 581:
escopolamina + probidtico CRL 581). Cada conjunto de datos (n = 5) representa la media + DE. El analisis
estadistico se realizd mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo escopolamina (*p < 0,05; **p <

0,01; ***p < 0,005; ****p < 0,001).

Expresion de genes marcadores de inflamacién mediante RT-qPCR en

cortex e hipocampo

Se evalué el efecto de la escopolamina y de los tratamientos administrados sobre la
expresion de marcadores inflamatorios en el cerebro de los ratones. Las muestras de
cortex e hipocampo se obtuvieron 24 horas después de la uUltima administracién de
escopolamina, determinandose la expresién de IL-1B, IL-6 y TNF-a (Figuras 33 y 34). No
se detectaron diferencias significativas en ninguno de los tejidos analizados, en ambos
sexos. Aunque se ha reportado que la escopolamina induce un aumento en la expresién
de estos mediadores, dicho efecto podria ser de corta duracidn (Akbarian et al., 2022;
Amoah et al.,, 2023). Dado que la metodologia utilizada cuantifica variaciones en la
expresion génica, es posible que el pico inducido por la escopolamina se haya producido
pocas horas después de la administracion y disminuido posteriormente, de modo que el
muestreo realizado a las 24 horas no reflejara dicho incremento. Estos resultados
coinciden con lo informado por T. Zhang et al., 2022, quienes, tras la administracion
crénica de escopolamina durante 7 semanas, observaron que el aumento en la
expresion relativa de TNF e IL-1 en hipocampo, medido 24 horas después de la ultima

dosis, fue de baja magnitud.
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Figura 33. Efecto de la escopolamina y los tratamientos sobre la expresion de genes marcadores de inflamacién en cerebro de ratones C57BL/6 machos. Expresion relativa

de IL-1B, IL-6 y TNF-a en cértex e hipocampo. Cada grupo de datos (n = 3) representa la media * DE.
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Figura 34. Efecto de la escopolamina y los tratamientos sobre la expresion de genes marcadores de inflamacién en cerebro de ratones C57BL/6 hembras. Expresion relativa

de IL-1B, IL-6 y TNF-a en cértex e hipocampo. Cada grupo de datos (n = 3) representa la media * DE.
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Analisis protedmico del homogenato cerebral

Se realizd un analisis protedmico cuantitativo utilizando tres réplicas bioldgicas de
homogenatos cerebrales provenientes de ratones de todos los grupos experimentales.
El diagrama del flujo de trabajo basado en protedmica cuantitativa sin marcaje se
muestra en la Figura 24 pégina 83.

Los valores de intensidad-LFQ fueron cargados en Perseus y transformados a escala
logaritmica. Posteriormente, se filtraron para conservar Unicamente aquellas proteinas
con valores validos en al menos 2 de las 3 réplicas biolégicas por grupo. Los valores
faltantes fueron imputados y se reemplazaron con valores correspondientes a la
distribucién normal. Los histogramas correspondientes a las proteinas identificadas y
cuantificadas evidenciaron una distribucién normal, y la imputacion de los datos

preservo su caracter unimodal (Figura 35).
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Figura 35- Histograma de distribucion de los valores logaritmo (logz(x)) de intensidad-LFQ representando la distribucién unimodal y normal de los datos para ratones machos

(A) y hembras (B).
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Andlisis de proteinas expresadas diferencialmente
Los cambios globales de expresion de proteinas en el cerebro de los ratones se
analizaron mediante un enfoque protedmico. Como proteoma de referencia se utilizé

https://www.uniprot.org/proteomes/UP000000589. Este proteoma comprende 54727

proteinas putativas de las cuales en nuestras muestras se identificaron 17459 en machos
y 18571 en hembras. Esto comprendié una cobertura del proteoma del 32% y 34% para
machos y hembras respectivamente, lo cual se encuentra en un rango tipico de enfoques
protedmicos cuantitativos libre de etiquetados (Boeddrich et al., 2023; H. Wang et al.,

2006).

Para el andlisis, se consideraron las proteinas detectadas en por lo menos 2 réplicas
bioldégicas por grupo experimental, con la finalidad de incrementar la precisién de la
evaluacién estadistica. Esto resulté en un subconjunto de 1799 y 2056 proteinas para
machos y hembras respectivamente, cuyos niveles de expresidon se compararon entre

los diferentes grupos experimentales.

A continuacidn, con el propésito de facilitar una comprensién mas clara y precisa de los
patrones de expresién observados, los resultados de machos y hembras seran
presentados por separado y al final se realizard una interpretacién integradora de los

mismos.

PROTEOMICA DE RATONES MACHOS

Para caracterizar la expresién diferencial en los perfiles de proteinas entre todos los
grupos experimentales, luego de aplicar la transformacién logaritmica a las intensidades
normalizadas de las proteinas y realizar el filtrado detallado anteriormente, se llevo a
cabo una prueba de "T de Student multiple". Esta se realizé utilizando un filtro FDR (tasa
de descubrimiento falso) con un nivel de permutacion del 5 %. Los resultados obtenidos
se representaron mediante un grafico de cluster jerarquico (Figura 36). Este analisis
demostrdé que los grupos experimentales se separan claramente, indicando que cada
condicidn induce respuestas protedmicas diferentes. Ademas, el clustering confirmé
consistencia interna entre réplicas, lo cual es un indicador de buena calidad del ensayo.
Las muestras del grupo escopolamina y control presentan perfiles opuestos en

numerosos genes y proteinas, evidenciando una clara diferenciacion molecular entre
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ambos. Los grupos CRL 581, CRL 2013 y donepecilo muestran un patrén similar entre si,

distinto del control y escopolamina, lo que podria reflejar un efecto regulador o

compensatorio derivado del tratamiento.
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Figura 36. Mapa de calor de agrupamiento jerarquico con Z-score en ratones machos. Solo se muestran

las proteinas diferencialmente expresadas (FDR por permutacion < 0,05) en cualquier comparacion:

Control, Escopolamina (SCO), Donepecilo (DPZ), CRL 2013 y CRL 581. Las proteinas con mayor expresion

se representan en azul, mientras que las de menor expresidn aparecen en rojo.
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Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6

Con el objetivo de evaluar los cambios inducidos por la escopolamina en el proteoma
del cerebro de los ratones machos, se realizé una comparacion entre las muestras del
control bioterio vs el grupo que solo recibié escopolamina aplicando la prueba de “T de
Student doble” utilizando un filtro FDR basado en un nivel de permutacidn del 5%. Los

resultados se visualizan en un grafico volcan (Figura 37) y en Tabla 5 de Anexo 1.
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Figura 37- Andlisis de proteinas expresadas diferencialmente en ratones machos que recibieron
tratamiento con escopolamina vs control bioterio. La grafica de volcan muestra el valor estadistico p (eje
y) frente a la diferencia de los valores logaritmicos de intensidades, (Diferencia T- Student, eje x). La linea
horizontal punteada representa el umbral del valor p ajustado de 0,05; mientras que las lineas verticales
punteadas representan los puntos de corte de diferencia de las intensidades en escala logaritmica. La
expresioén diferencial significativa se definié como p < 0,05 y Log: diferencia > 1 para proteinas reguladas

positivamente (azul) o p < 0,05 y Log: diferencia < -1 para proteinas reguladas negativamente (rojo).

Del total de 41 proteinas expresadas diferencialmente (DEPs) en los ratones tratados
con escopolamina, se encontraron 31 proteinas reguladas positivamente y 10
reprimidas en comparacion al control bioterio. Entre las proteinas reguladas

positivamente en el grupo escopolamina podemos destacar a Lrp-1 (AOAOR4JOI9),
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17B-HSD10 (Q99N15), Plec (Q9QXS1) y NEDD8 (P29595); mientras que entre las
reguladas negativamente destacamos a Rptor (A2ACMO), Rheb (Q921J2) y Ssbp3
(Q9D032).

LRP1 es una proteina de la superficie celular neuronal que puede regular la endocitosis
de multiples ligandos, participando en la transduccidon de sefiales. Se ha visto, que en la
EA la interaccion de esta proteina con APP produce un aumento en el trafico endosomal
de APP, lo que genera un aumento en la produccién de AB. Por otro lado, la proteina
mitocondrial 17B-HSD10 se encuentra sobreexpresada 2,5 veces en los ratones tratados
con escopolamina. Ademas de su rol en el metabolismo mitocondrial de isoleucina y
neuroesteroides (17B-estradiol, 5a-androstano-3a,17B-diol), su desregulacion
compromete la homeostasis esteroidea critica para la funcién cognitiva (He et al., 2019).
Dado que se han encontrado niveles elevados de esta enzima en cerebros de pacientes
con enfermedad de Alzheimer y en modelos murinos de la misma, se la considera un
factor clave en su patogénesis, posiblemente a través de alteraciones en la estructuray
funciéon mitocondrial, déficit sinaptico y muerte neuronal (He et al., 2023; S.-Y. Yang et
al., 2014). Ademas, se vié que la proteina PLEC se sobreexpresd 8 veces en el cerebro de
ratones tratados con escopolamina y esto podria estar relacionado con mecanismos de
respuesta al dano neuronal o procesos de neuroinflamaciéon activados por el
tratamiento con esta droga. Este hallazgo adquiere relevancia al considerar que el gen
PLEC, que codifica la proteina plectina, ha sido identificado como uno de los genes
diferencialmente sobreexpresados en cerebros post mortem de pacientes con
Alzheimer, y su sobreexpresién ha demostrado modificar la neurodegeneraciéon en
modelos animales, sugiriendo un papel funcional en la patologia de la enfermedad
(Lagisetty et al., 2022). Ademas, andlisis de asociacion genética han identificado
variantes en PLEC vinculadas tanto al Alzheimer como a enfermedades cardiovasculares,
y se ha observado una sobreexpresién de este gen en astrocitos cerebrales y células
cardiacas en condiciones patolégicas (Koskeridis et al., 2024). La proteina NEDD8 que se
encuentra regulada positivamente en los ratones escopolamina, juega un papel clave en
la regulacion de la degradacidon de proteinas en el cerebro (S. Zhang et al., 2024). En
cerebros de pacientes con Alzheimer, se ha observado acumulacion de NEDDS8 en ovillos

neurofibrilares y otras inclusiones neuronales, lo que sugiere que participa en la
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formacién y metabolismo de estos agregados patoldgicos a través del sistema

ubiquitina-proteasoma (Mori et al., 2005).

En nuestro modelo experimental, la administracién de escopolamina indujo una
disminucion en la expresiéon de Rheb y Rptor en el cerebro de ratones. Esta doble
regulaciéon negativa es altamente relevante, ya que tanto Rheb como Rptor son
componentes esenciales para la activacion y funcionalidad del complejo mTORC1, un
regulador clave de procesos celulares esenciales para la funcién neuronal. Rheb es una
GTPasa que activa directamente a mTORC1 al promover su localizacion en la membrana
lisosomal, mientras que Rptor (Proteina reguladora asociada a mTOR), por su parte,
regula la sefializacién de mTOR, que es crucial para el metabolismo celular, la autofagia
y la supervivencia neuronal (De La Monte & Tong, 2024; Lehrer & Rheinstein, 2024). La
reduccion simultanea de Rheb y Rptor sugiere una reduccion en la actividad de mTORC1,
lo que afectaria la sintesis de proteinas necesarias para la plasticidad sindptica, un
proceso crucial para la formacidn y consolidacion de la memoria (De et al., 2021; Shahani
et al., 2017). Por otro lado, niveles bajos de Rheb también podrian estar asociados con
una disminucién en los niveles de acetilcolina, un neurotransmisor esencial para la
cognicién, cuya alteracion es caracteristica en trastornos como el Alzheimer (Moon et
al., 2020). En conjunto, estos efectos sugieren que la disminucién de Rheb y Rptor
inducida por escopolamina podria contribuir de forma significativa al deterioro cognitivo

y conductual observado en este modelo.

Por otro lado, en los ratones del grupo escopolamina se observé una regulacién negativa
de Ssbp3, proteina esencial para el desarrollo neuronal. Su disminucién podria
comprometer la formacion sindptica, el volumen del neuropilo y la integridad
mitocondrial, ademas de inducir estrés oxidativo y alterar la via Wnt, contribuyendo asi

al deterioro sinaptico y cognitivo observado (Salim et al., 2023).

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lacticas en el modelo

de escopolamina

Tras analizar los cambios en los niveles de expresion proteica en cerebros de ratones del

modelo de escopolamina, se realizé el analisis estadistico aplicando la prueba “T de
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Student doble” para comparar los perfiles protedmicos con los cerebros de los animales

tratados con donepecilo, con L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581.

El analisis estadistico de las proteinas diferencialmente expresadas (DEPs) reveld que 46
proteinas encontraron sobreexpresadas, mientras que 20 presentaron una expresion

reducida en los animales tratados con donepecilo (Figura 38 y Tabla 6 de Anexo 1).
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Figura 38. Analisis de DEPs en ratones machos del grupo donepecilo en comparacion con escopolamina.
La grafica de volcan muestra el valor estadistico p (eje y) frente a la diferencia de los valores logaritmicos
de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresion diferencial significativa se definié como p <
0,05 y Log?2 diferencia > 1 para proteinas reguladas positivamente (azul) o p < 0,05 y Log2 diferencia < -1

para proteinas reguladas negativamente (rojo).

Al analizar las DEPs en animales suplementados con CRL 2013, se encontraron 42
proteinas reguladas positivamente y 13 reguladas en forma negativa (Figura 39Ay Tabla
7 de Anexo 1); mientras que en los suplementados con CRL 581 fueron 47 proteinas

sobreexpresadas y 26 proteinas reprimidas (Figura 39B y Tabla 8 de Anexo 1).
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Figura 39. Analisis de DEPs en ratones machos del grupo CRL 2013 (A) y CRL 581 (B) en comparacion con escopolamina. La grafica de volcan muestra el valor estadistico p
(eje y) frente a la diferencia de los valores logaritmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresién diferencial significativa se definié como p < 0,05 y Log:

diferencia > 1 para proteinas reguladas positivamente (azul) o p < 0,05 y Log> diferencia < -1 para proteinas reguladas negativamente (rojo).

107



Resultados y discusion: Capitulo 3

Ademads, con el objetivo de facilitar la interpretacién de las relaciones entre los
conjuntos de proteinas reguladas en cada grupo experimental, se emplearon diagramas
de Venn (Figura 40). Esta representacion permitio identificar proteinas compartidas
entre tratamientos, asi como aquellas exclusivas de cada grupo, evidenciando patrones

de solapamiento y especificidad en la regulacién proteica.

A CRL201 CRL 581 B | CRL201

16 y
\\_ /,/

-~

Donepecilo Donepecilo

Figura 40. Representacion mediante diagramas de Venn de las proteinas reguladas positivamente (A) y
negativamente (B) en los cerebros de ratones macho tratados con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581. Se muestran los patrones de solapamiento y exclusividad entre las

condiciones experimentales.

Al analizar las proteinas diferencialmente expresadas en el grupo donepecilo y en los
grupos tratados con las bacterias lacticas (BL), se identificaron 15 proteinas compartidas
entre los tres grupos, que se encontraron reguladas positivamente frente al grupo
escopolamina. En este analisis se destacan proteinas asociadas al transporte intracelular
y la sinapsis como Napg (D3Z4B2), Ehd1 (Q9WVK4) y varias septinas: Sept7 (E9Q1G8),
Septll (AOA0JOYUL3), Sept2 (P42208) y Sept9 (Q80UGS5), las cuales participan en
procesos de fusion de vesiculas, formacién de sinapsis y mantenimiento de la
arquitectura sinaptica (Jakobsson et al., 2011; Tsang et al., 2011). Su regulacidn positiva
sugiere una restauracion de los mecanismos de comunicacion neuronal alterados por la
escopolamina. Asimismo, se observaron aumentos en las proteinas Ssbp3 (Q9D032) y
Tnc (Q80YX1). Estas cumplen roles en la adhesion celular, remodelacion de la matriz
extracelular y regulacién del citoesqueleto, procesos fundamentales para la integridad
funcional del sistema nervioso central (Irintchev et al.,, 2005). En particular, la
recuperacién en los niveles de Ssbp3 observada en los grupos tratados podria reflejar
un proceso de reversion de las alteraciones estructurales inducidas por escopolamina,

considerando que esta proteina se encontraba disminuida en dicho grupo y ha sido
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previamente asociada con mecanismos de regeneracion axonal y plasticidad sindptica
(Salim et al., 2023). Por otro lado, la regulacion positiva de Ckmtl (P30275), Hexb
(P20060) y Cmas (AOAOR4J0OB4) sugiere una recuperacion del metabolismo energético y
de la funcién lisosomal, necesarios para mantener el equilibrio proteico y la eliminacién
de residuos intracelulares en neuronas (Z. Wang et al., 2025; Whyte et al., 2022).
Finalmente, la sobreexpresiéon de Cmtrl (AOA3Q4EHZ1), enzima relacionada con el
procesamiento y maduracién del ARN mensajero, indica una posible activaciéon de
mecanismos de regulacidn postranscripcional, lo que podria favorecer la sintesis de
proteinas necesarias para la respuesta adaptativa al dafio neuronal inducido por

escopolamina (Y.-L. Lee et al., 2020).

De forma adicional, se identificaron 5 proteinas reguladas positivamente de manera
especifica en los grupos tratados con los probiéticos CRL 2013 y CRL 581. Entre ellas se
destaca Wasfl (Q8R5H6), también conocida como Wavel, una proteina que regula la
dindmica del citoesqueleto de actina en las sinapsis. Su deficiencia puede alterar la
morfologia sindptica, incluyendo cambios en el tamafio y la forma de las espinas
dendriticas, lo que se asocia con trastornos del neurodesarrollo y discapacidad
intelectual (H.-G. Kim et al., 2025; Tsuchiya et al., 2006). El aumento de Wasfl en los
grupos probidticos sugiere una restitucidn estructural sinaptica, fortaleciendo la
formacién y estabilidad de espinas dendriticas. También se destaca Sept5
(AOA338P769), otra proteina de la familia de las septinas, implicada en la organizacién
del citoesqueleto y el trafico vesicular en el cerebro. Su sobreexpresion ha sido asociada
con mejoras en la interaccion social, desarrollo axonal y funcidn presinaptica en modelos

animales (Harper et al., 2012; Suzuki et al., 2009).

En cuanto a las proteinas reguladas negativamente, se observé una disminucion de
Nedd8 (P29595) en ambos grupos tratados con CRL 2013 y CRL 581, en contraste con el
aumento detectado en el grupo escopolamina. Este patrén sugiere que ambas cepas
bacterianas podrian modular el entorno proteico intracelular reduciendo la acumulacion
de proteinas disfuncionales, aliviando la carga sobre el sistema ubiquitina-proteasoma

y promoviendo un estado funcional neuronal mas equilibrado.
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En el grupo tratado con CRL 2013 también se evidencié un aumento en la expresion de
la proteina Rheb, una GTPasa esencial para la activacion de mTORC1. Este cambio indica
una posible reversion de la disrupcidén inducida por escopolamina, restaurando la
sefializacion mTORC1, con implicancias sobre la plasticidad sindptica, la sintesis proteica

y la funcién cognitiva.

Asimismo, se observd una regulacion negativa de Lrpl tanto en el grupo donepecilo
como en CRL 581, en contraste con el grupo escopolamina. Esto sugiere que ambos
tratamientos podrian actuar como agentes moduladores del entorno proteico y del

efecto neurodegenerativo inducido por escopolamina.

Finalmente, uno de los resultados mas notables fue la represién de casi 34 veces del
receptor de rianodina tipo 2, RyR2 (E9Q401), observada exclusivamente en los ratones
tratados con CRL 581. Este receptor es un canal de liberacién de calcio intracelular que
juega un papel crucial en la funcién cerebral y esta involucrado en procesos como el
aprendizaje, la memoria y la plasticidad sinaptica. La regulacién negativa de los
receptores de rianodina (RyR), especialmente el subtipo RyR2, se ha estudiado como
una estrategia potencialmente beneficiosa en la enfermedad de Alzheimer (Del Prete et
al., 2014). La reduccion de la actividad basal de RyR2, ya sea mediante mutaciones
genéticas o farmacos inhibidores, promueve la activacién de la autofagia neuronal y
facilita la eliminacién de B-amiloide, mejorando la plasticidad sindptica y la memoria en
modelos murinos de la enfermedad (Oulés et al., 2012; H. Zhang et al., 2023). Ademas,
la disminucion de la expresién o funcién de RyR2 puede prevenir la hiperactividad
neuronal y la muerte celular, incluso sin afectar directamente la acumulacién de B-

amiloide (Yao et al., 2020).

El andlisis protedmico realizado permitié identificar patrones diferenciales de expresion
proteica en el cerebro de ratones tratados con escopolamina y en aquellos que
recibieron terapias posteriores con donepecilo o las bacterias lacticas en estudio. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que tanto el donepecilo como los tratamientos con
bacterias lacticas CRL 2013 y CRL 581 promueven respuestas moleculares convergentes
y complementarias, que revierten parcialmente las alteraciones sinapticas, metabdlicas

y estructurales inducidas por la escopolamina. Ademas, evidencian el potencial de los

110



Resultados y discusion: Capitulo 3

probiéticos como potenciales agentes moduladores de funciones neuronales clave,
incluyendo la plasticidad, el equilibrio del sistema GABAérgico, y las vias asociadas a la

neuroproteccion y al metabolismo proteico.

Analisis de enriquecimiento categorico

Finalmente, se identificaron las categorias funcionales enriquecidas en el conjunto de
proteinas diferencialmente expresadas utilizando la plataforma STRING, junto con los
respectivos valores de fuerza de enriquecimiento. Este pardmetro cuantifica la magnitud
del enriquecimiento funcional, expresando la relacién entre la cantidad de proteinas de
la red asociadas a un término Gene Ontology (GO) y la cantidad esperada en una red
aleatoria del mismo tamafio. Los términos GO brindan una descripcién estandarizada de

la localizacion o proceso biolégico en el que participa cada proteina.

Los procesos bioldgicos hacen referencia a funciones especificas que el organismo
realiza de manera programada a nivel genético. Generalmente se describen en base al
resultado que generan; por ejemplo, la division celular es un proceso mediante el cual
una célula madre origina dos células hijas. En el presente andlisis se evidencié que los
procesos biolégicos enriquecidos con mayor fuerza en los proteomas de los ratones
tratados con las cepas CRL 2013 y CRL 581 fueron proteinas vinculadas a procesos de
divisién celular, incluyendo la citocinesis, ciclo celular y organizacion de organelas. De
manera especifica, en el grupo CRL 581 también se evidencidé un enriquecimiento en
términos relacionados con la organizacién y desarrollo de proyecciones celulares y

neurales dependientes de la membrana plasmatica (Figuras 41 y 42A).

La categoria componente celular hace referencia a la localizacién subcelular o al entorno
estructural especifico en el que una proteina, complejo proteico o ARN funcional se
encuentra o ejerce su funcion. Las proteinas reguladas positivamente en ambos grupos
tratados con las BL se asociaron principalmente a estructuras relacionadas con el
citoesqueleto: fibras del estrés, anillo y complejo de septinas, hendidura de
segmentacion y sitio de divisiéon celular (Figuras 41 y 42B). Estos resultados refuerzan la
idea de que los tratamientos probidticos promueven mecanismos celulares relacionados
con la reorganizacién estructural y la proliferacién, posiblemente contribuyendo a la

recuperacion de la integridad neuronal tras el dafio inducido por escopolamina.
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Figura 41. Analisis de enriquecimiento categdrico de las proteinas sobre expresadas en cerebro de ratones
que recibieron CRL 2013 con respecto a las categorias funcionales correspondientes a procesos bioldgicos

(A) y componente celular (B).
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Figura 42. Andlisis de enriquecimiento categdrico de las proteinas sobre expresadas en cerebro de ratones
que recibieron CRL 581 con respecto a las categorias funcionales correspondientes a procesos biolégicos

(A) y componente celular (B).

PROTEOMICA DE RATONES HEMBRAS

Con el objetivo de realizar una comparacion conjunta de los datos protedmicos de los
cerebros de ratones hembras procesados por LFQ, se aplicd la prueba “T de Student
multiple” con un filtro de descubrimiento en falso (FDR) del 5%. En los resultados
obtenidos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los 5
grupos experimentales, mediante comparaciones multiples. Este resultado puede
relacionarse a limitaciones técnicas durante el procesado de las réplicas de los grupos
control bioterio y escopolamina (CEQUIBIEM). La baja calidad técnica de algunas
muestras de estos grupos, evidenciada por un menor nimero de proteinas identificadas
y una alta dispersién en los valores de cuantificacidén, podria actuar como un efecto
amortiguador sobre las diferencias reales de expresion entre los grupos,
comprometiendo significativamente la solidez de los analisis estadisticos. Asimismo,
estas limitaciones impidieron la realizacidn de un andlisis de agrupamiento jerdrquico
robusto, debido a la falta de consistencia y comparabilidad en los datos generados. Sin

embargo, se realizé un analisis estadistico diferencial con los datos obtenidos.
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Efecto de la escopolamina sobre el cerebro de ratones C57BL/6

Con el propdsito de identificar las alteraciones proteicas inducidas por la administracion
de escopolamina en ratones hembras, se realizé un analisis comparativo entre el grupo
control (bioterio) y el grupo experimental tratado con escopolamina. Para ello, se aplicd
una prueba “T de Student doble”, incorporando un control estadistico mediante FDR
con un nivel de permutacion establecido en el 5%. Las proteinas diferencialmente
expresadas entre ambas condiciones fueron representadas graficamente mediante un

diagrama de volcan (Figura 43) y en Tabla 9 de Anexo 2.

-Log valor p (Escopolamina-Bioterio)

T I T I
-4 -2 0 2

Diferencia T-Student (Escopolamina-Bioterio)
Figura 43- Analisis de proteinas expresadas diferencialmente en ratones hembras que recibieron
tratamiento con escopolamina vs control bioterio. La grafica de volcan muestra el valor estadistico p (eje
y) frente a la diferencia de los valores logaritmicos de intensidades, (Diferencia T- Student, eje x). La linea
horizontal punteada representa el umbral del valor p ajustado de 0,05, mientras que las lineas verticales
punteadas representan los puntos de corte de diferencia de las intensidades en escala logaritmica. La
expresion diferencial significativa se definié como p < 0,05 y Log: diferencia > 1 para proteinas reguladas

positivamente (azul) o p 0,05 y Log> diferencia < -1 para proteinas reguladas negativamente (rojo).

113



Resultados y discusion: Capitulo 3

No obstante, los resultados deben interpretarse en el contexto de las limitaciones
técnicas previamente sefialadas, ya que algunas réplicas biolégicas de estos grupos
presentaron una calidad analitica reducida. Esta circunstancia podria haber
comprometido la sensibilidad del analisis estadistico y, en consecuencia, contribuir a la
escasa cantidad de proteinas diferencialmente expresadas detectadas entre ambos
grupos. En este caso, se identificaron 13 proteinas con cambios significativos en su
expresion en los ratones tratados con escopolamina, de las cuales 3 se encontraron
reguladas positivamente y 10 reprimidas en comparacién con el grupo control bioterio.
Entre las proteinas reguladas negativamente en el grupo escopolamina se destacan
Actrla (P61164), Map7d2 (A2AG50), Arf6 (P62331), Pak2 (Q8CIN4), Celf1 (AOAORAJOTS)
y Uros (P51163).

La disminucion de las proteinas Actrla, Map7d2 y Arf6 en ratones tratados con
escopolamina sugiere una alteracion importante en la dindmica del citoesqueleto y el
transporte intracelular neuronal. Actrla, como parte del complejo dinactina, y Map7d2,
estabilizador de microtibulos en el axdn, son esenciales para el trafico axonal mediado
por motores moleculares (Gulesserian et al., 2002; Holleran et al., 1996; K. Kikuchi et al.,
2022), mientras que Arf6 es una GTPasa que regula el trafico de membranas y la
organizacién sindptica (Eva et al., 2012; H. Kim et al., 2020). Su reduccién podria afectar
la arquitectura neuronal y la eficacia sindptica, contribuyendo a déficits estructurales y

funcionales del sistema nervioso.

Por otro lado, la disminucion de Pak2 y Celfl compromete tanto la plasticidad sinaptica
como la regulacion de procesos relacionados con la memoria y el metabolismo cerebral.
Pak2 participa en la morfologia y densidad de espinas sinapticas, asi como en la
captacién de glucosa neuronal, mientras que Celfl regula el empalme alternativo de
genes asociados a la patologia amiloide, como Klc1 (M. Kikuchi et al., 2022, 2024; Kreis
& Barnier, 2009; Y. Wang et al.,, 2018). La reduccién de ambas proteinas podria
contribuir con alteraciones cognitivas y procesos neurodegenerativos. Las proteinas
Srsf5 y Prpf3, implicadas en el procesamiento y empalme del ARN mensajero, también
se encuentran disminuidas en los ratones tratados con escopolamina, lo que indica una
posible disfuncidn en la regulacidn postranscripcional de genes neuronales clave (Jeong,

2017; Long et al., 2011; Sliskovic¢ et al., 2022).
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Finalmente, la reduccién de Uros, enzima clave en la sintesis del grupo hemo, sugiere
un compromiso del metabolismo oxidativo neuronal, ya que el hemo es esencial para la
funcion de citocromos y la sintesis de vitamina B12 (Aizencang et al., 2000; Scott &

Roessner, 2002).

En conjunto, la disminucién de estas proteinas refleja alteraciones integradas en el
citoesqueleto, la plasticidad sindptica, el procesamiento de ARN y el metabolismo
neuronal, lo que podria contribuir al deterioro cognitivo observado en este modelo

experimental.

Efecto del tratamiento con donepecilo y las bacterias lacticas en el modelo

de escopolamina
Se realizd el andlisis estadistico aplicando la prueba “T de Student doble” para comparar
los perfiles protedmicos de los animales del grupo escopolamina con los de los grupos

tratados con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581.

El andlisis estadistico de las proteinas diferencialmente expresadas reveld que se
sobreexpresaron 30 proteinas y se reprimieron un total de 8 proteinas en los animales

que recibieron el tratamiento con donepecilo (Figura 44 y Tabla 10 de Anexo 2).
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Figura 44. Analisis de DEPs en ratones hembras del grupo donepecilo en comparaciéon con
escopolamina. La grafica de volcan muestra el valor estadistico p (eje y) frente a la diferencia de los
valores logaritmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresion diferencial significativa se
definiéd como p < 0,05 y Log2 diferencia > 1 para proteinas reguladas positivamente (azul) o p < 0,05y Log>

diferencia < -1 para proteinas reguladas negativamente (rojo).

Al analizar las DEPs en animales suplementados con CRL 2013, se encontraron 38
proteinas reguladas positivamente y 14 reguladas en forma negativa (Figura 45A y Tabla
11 de Anexo 2); mientras que en los suplementados con CRL 581 fueron 56 proteinas

sobreexpresadas y 7 proteinas reprimidas (Figura 45B y Tabla 12 de Anexo 2).
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Figura 45. Analisis de DEPs en ratones hembras del grupo CRL 2013 (A) y CRL 581 (B) en comparacién con escopolamina. La grafica de volcdn muestra el valor estadistico p
(eje y) frente a la diferencia de los valores logaritmicos de intensidades (Diferencia T- Student, eje x). La expresidn diferencial significativa se definié como p < 0,05 y Log»

diferencia > 1 para proteinas reguladas positivamente (azul) o p < 0,05 y Log: diferencia < -1 para proteinas reguladas negativamente (rojo)
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Con el objetivo de facilitar la interpretacion de las relaciones entre los conjuntos de
proteinas reguladas en cada grupo experimental, se emplearon diagramas de Venn
(Figura 46). Esta representacién permitid identificar proteinas compartidas entre
tratamientos, asi como aquellas exclusivas de cada grupo, evidenciando patrones de

solapamiento y especificidad en la regulacidn proteica.

A CRL2013_ CRL 581 B ' CRL2013

\'\\_ 11 4 A 3 y

Donepecilo Donepecilo

Figura 46. Representacion mediante diagramas de Venn de las proteinas reguladas positivamente (A) y
negativamente (B) en los cerebros de ratones hembras tratadas con donepecilo, L. brevis CRL 2013 y L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581. Se muestran los patrones de solapamiento y exclusividad entre las

condiciones experimentales.

El analisis de las proteinas diferencialmente expresadas reveld un conjunto de moléculas
compartidas por los tres tratamientos, muchas de las cuales cumplen funciones clave en
la homeostasis neuronal, la plasticidad sinaptica, la regulacion génica postranscripcional

y la respuesta al estrés celular.

Dentro de las proteinas expresadas positivamente en los tres grupos tratados se destaca
a Cyp46al (Q9WVKS8), una enzima cerebral responsable de convertir colesterol en 24S-
hidroxicolesterol, facilitando su eliminacién. Esta via es esencial para mantener el
equilibrio de colesterol en el cerebro, lo cual resulta critico para procesos como la
sinaptogénesis, el crecimiento axonal y la estabilidad de membranas neuronales. Su
disfuncién se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
(Djelti et al., 2015). Recientemente se ha reportado que su sobreexpresion en modelos
murinos mejora la memoria y la sefializacidon estrogénica en hembras, con posibles
efectos dependientes del sexo (Latorre-Leal et al., 2024). Ademas, estudios en modelos
animales han demostrado que los efectos de la activacion de Cyp46al no se limitan al

mantenimiento del colesterol cerebral, sino que también involucran vias celulares
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criticas como la transcripcidn génica, la endocitosis, la eliminacién de proteinas mal

plegadas, el transporte vesicular y la transmisidn sindptica (Kacher et al., 2019).

También se observé una regulacion positiva comun de proteinas relacionadas con el
plegamiento y transporte proteico, Lrpapl (P55302), una chaperona esencial para el
trafico del receptor Lrpl, el cual participa en la depuracién de agregados patoldgicos en
el cerebro y en la modulacién de la neuroinflamacion (K. M. Reid & Brown, 2023). En
paralelo, se identific6 una sobreexpresién conjunta de proteinas implicadas en el
procesamiento y empalme de ARN mensajero (ARNm), como Celfl (AOAOR4JOTS), Celf4
(Q7TSY6), Prpf3 (Q922U1) y Bclafl (Q8K019), fundamentales para la especificidad
transcripcional neuronal (M. Kikuchi et al., 2024; Long et al., 2011; Salamon et al., 2023;
S.-J. Zhang et al., 2017). Particularmente, la recuperacion de los niveles de Celfl y Prpf3
tras la disminucion observada en el grupo escopolamina podria reflejar un efecto

restaurador del tratamiento.

Adicionalmente, en los tres grupos tratados, hubo un aumento en la expresion proteinas
reguladoras del estrés celular y mitocondrial como Npm1 (Q61937), la cual promueve la
supervivencia neuronal evitando la activacidon apoptdtica (Zhao et al., 2025). También
se vio una sobreexpresién del receptor de pentaxina neuronal Nptxr (E9PZM8) la cual se
expresa principalmente en estructuras cerebrales involucradas en la memoria y el
aprendizaje, como el hipocampo v la corteza, participando en la organizacidn sinaptica

y la formacion de redes neuronales funcionales (Dulewicz et al., 2023; Lim et al., 2020).

Se identificaron 15 proteinas reguladas positivamente de manera especifica en los
grupos tratados con las bacterias lacticas CRL 2013 y CRL 581, muchas de ellas asociadas
a funciones neuroprotectoras. Entre ellas, se destacan reguladores clave del
procesamiento y empalme del ARNm, como Srsf5 (Q9D8S5), Rbm25 (B2RY56) y Snrpal
(P57784), fundamentales para la diversidad proteica y el funcionamiento adecuado del
sistema nervioso (Carlson et al., 2017; Chen et al., 2022; Sliskovi¢ et al., 2022). También
se identificé Nt5dc3 (Q3UHB1), cuya expresion en neuronas se asocio con la regulacién
de comportamientos como la habituacidn, el suefio y el aprendizaje, lo que sugiere un
papel relevante en la modulacién de la actividad neuronal (Singgih et al., 2021). Por otro

lado, se observd una expresion diferencial de proteinas implicadas en procesos de
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sefializacion intracelular y maduraciéon neuronal, como Camk2g (Q923T9) y Actrla
(P61164) (Rigter et al., 2023). Finalmente, se destaca Gcdh (AOAOAOMQ68), una enzima
mitocondrial clave en el catabolismo de aminodacidos, cuya deficiencia se ha vinculado
con la acumulacion de metabolitos neurotéxicos y neurodegeneracion (Seminotti et al.,

2022).

La regulacién positiva de todas estas proteinas sugiere la activacién de mecanismos
neuroprotectores comunes entre ambas cepas de BL, con potencial para restaurar

funciones sinapticas, metabdlicas y regulatorias alteradas por la escopolamina.

Adicionalmente, se destaca la regulacién negativa de la Synaptogirina-3, Syngr3
(Q8R191), una proteina de las vesiculas sindpticas que interactua fisicamente con la
proteina Tau (Mclnnes et al., 2018). Diversos estudios en modelos murinos han
demostrado que la reduccién parcial de Syngr3 restaura la memoria y previene la

degeneracion sindptica inducida por Tau (Largo-Barrientos et al., 2021).

En el grupo CRL 2013 se evidencié un aumento en la expresion de Sod2 (P09671), una
enzima mitocondrial clave en la defensa antioxidante del cerebro. Sod2 cataliza la
dismutacién del anién superdxido a peréxido de hidréogeno, mitigando el estrés
oxidativo y protegiendo a las neuronas frente a daifio mitocondrial, neurodegeneracién
y deterioro cognitivo (Flynn & Melov, 2013). Estudios previos han demostrado que su
sobreexpresién tiene efectos neuroprotectores en diversos modelos de daino
neurolégico (Massaad et al., 2009). En este contexto, la regulacién positiva de Sod2 en
respuesta al tratamiento con CRL 2013 sugiere la activacidn de mecanismos

antioxidantes que podrian contribuir a contrarrestar el dafio inducido por escopolamina.

Por otro lado, el tratamiento con la cepa CRL 2013 indujo una regulacion positiva de la
proteina Uros (P51163), en contraste con lo observado en el grupo escopolamina, lo que

sugiere una posible restauracién del metabolismo oxidativo neuronal.

En cuanto al grupo tratado con CRL 581 se identificaron diversas proteinas reguladas
positivamente de forma exclusiva, destacdndose algunas con funciones relevantes en la
plasticidad sindptica y el procesamiento del ARN. Por ejemplo, se detecté un aumento
en la expresion de la proteina U2af2 (P26369), un componente esencial del

espliceosoma, cuya disfuncidén se asocia a trastornos del neurodesarrollo con déficits
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cognitivos y alteraciones en la formacion de neuritas (D. Li et al., 2024). Hnrnpab
(Q20BDO0) y Hnrnpc (Q9Z204), también se encontraron reguladas positivamente en
ratones del grupo CRL 581. Estas proteinas participan en el procesamiento y transporte
de ARNm, y su alteracién se ha vinculado a patologias neurodegenerativas por defectos
en la maduracién del ARN y la acumulacién de inclusiones patolégicas en las neuronas
(Geuens et al., 2016; Low et al., 2021). A nivel sindptico se destacé la sobreexpresion de
Clstn1 (Q9EPL2), regulador del transporte axonal y la maduracion de espinas dendriticas
(De Ramon Francas et al., 2017), y Syngap1 (F6SEU4), cuya deficiencia puede provocar
disfuncién sindptica y discapacidad intelectual (Berryer et al., 2016; R. Yang et al., 2023).
La regulacién positiva de estas proteinas sugiere efectos neuroprotectores del
tratamiento con CRL 581, favoreciendo la integridad sindptica y la regulacion génica

postranscripcional.

Andlisis de enriquecimiento categdrico

Se realizo la identificacion de las categorias funcionales enriquecidas en las proteinas
expresadas diferencialmente utilizando la plataforma STRING. Para ello, al igual que en
ratones machos, se utilizaron los valores de fuerza de enriquecimiento para realizar una
descripcién estandarizada de los procesos bioldgicos y componentes celulares en los que
participa cada proteina expresada diferencialmente en los animales que recibieron los

tratamientos con las bacterias lacticas.

En el presente andlisis se evidencié que los procesos biolégicos enriquecidos con mayor
fuerza en los proteomas de ratones hembras tratados con las cepas CRL 2013 y CRL 581
corresponden, en su mayoria, a proteinas vinculadas al procesamiento y empalme de
ARN, la expresion génica y el metabolismo de compuestos organicos. Especificamente,
en el grupo CRL 581, también se evidencid un enriquecimiento de procesos relacionados
con el ensamblaje y la biogénesis de complejos ribonucleoproteicos, asi como con el
metabolismo de compuestos ciclicos y aromaticos, y de compuestos nitrogenados

(Figuras 47 y 48A).

En cuanto a la categoria componente celular, las proteinas reguladas positivamente en
ambos grupos se asociaron principalmente a estructuras nucleares funcionales

involucradas en el procesamiento del ARN, como el speck nuclear y organelas

121



Resultados y discusion: Capitulo 3

intracelulares. En el caso del grupo CRL 581, ademas, se evidencid un enriquecimiento

de proteinas localizadas en el espliceosoma, citoplasma y la sinapsis (Figura 47 y 48B).

A B
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Figura 47. Analisis de enriquecimiento categdrico de las proteinas sobre expresadas en cerebro de ratones hembras
que recibieron CRL 2013 con respecto a las categorias funcionales correspondientes a procesos bioldgicos (A) y

componente celular (B).
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Figura 48. Analisis de enriquecimiento categorico de las proteinas sobre expresadas en cerebro de ratones hembras
que recibieron CRL 581 con respecto a las categorias funcionales correspondientes a procesos bioldgicos (A) y

componente celular (B).

Estos hallazgos sugieren que ambos tratamientos probidticos inducen una activaciéon
coordinada de mecanismos celulares asociados a la maduracién y regulacién del ARN,
reflejando una posible mejora en la capacidad de respuesta a nivel transcripcional ante

el dafio inducido por escopolamina en ratones hembras.

Efecto diferencial del proteoma cerebral segun el sexo frente al tratamiento
con los probidticos en el modelo de deterioro cognitivo inducido por

escopolamina

Si bien ambos sexos mostraron alteraciones en la expresion proteica tras la induccion
del deterioro cognitivo por escopolamina, las proteinas involucradas y los procesos

bioldgicos asociados fueron sustancialmente distintos.

En ratones machos, la escopolamina indujo un aumento en la expresién de proteinas
relacionadas con el estrés mitocondrial, la disfuncién sinaptica y el desequilibrio en la

proteostasis, como Hsd17b10, Nedd8 y Plec, ademas de una disminucién en
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componentes clave de la via mTORC1, como Rheb y Rptor. En cambio, en hembras se
observé una disminucidn de proteinas involucradas en la organizacidn del citoesqueleto
y el procesamiento de ARN, como Map7d2, Arf6 y Celfl, lo que sugiere un perfil de
vulnerabilidad distinto, orientado hacia la alteracién del transporte intracelular y la

regulacidn génica.

Los tratamientos con las bacterias lacticas (CRL 2013 y CRL 581) también promovieron
perfiles de regulacidn proteica distintos entre machos y hembras. En los primeros, las
proteinas reguladas positivamente estuvieron asociadas a rutas de trafico vesicular,
remodelacién del citoesqueleto y restauracién de la estructura neuronal. En hembras,
los tratamientos promovieron una mayor expresion de proteinas vinculadas a funciones
nucleares, empalme de ARN y control de la expresion génica. Cabe destacar que la
sobreexpresiéon de la enzima colesterol-24 hidroxilasa (Cyp46al) se detectd
exclusivamente en hembras tratadas, lo cual adquiere especial relevancia considerando
estudios recientes que demuestran efectos neuroprotectores sexo-dependientes de
esta enzima. En modelos murinos, la sobreexpresion de Cyp46al en hembras
envejecidas se asocid con una mejora en la memoria y una potenciacion de la
sefalizacion estrogénica en el hipocampo, mientras que en machos produjo efectos
adversos como ansiedad, deterioro cognitivo y un aumento de 5a-dihidrotestosterona
en dicha region cerebral (Latorre-Leal et al.,, 2024). Estos hallazgos respaldan la
posibilidad de que la activacién de Cyp46al tenga consecuencias beneficiosas en el

cerebro de ratones hembras.

Desde un punto de vista funcional, los andlisis de enriquecimiento reforzaron estas
diferencias. En machos se destacaron procesos ligados a la division celular, organizacién
estructural y vias de sefializacion intracelular, mientras que en hembras predominaron
procesos asociados al procesamiento de ARN mensajero, ensamblaje de

ribonucleoproteinas y regulacion transcripcional.

En conjunto, estos resultados subrayan la necesidad de considerar el dimorfismo sexual
en el estudio de las respuestas cerebrales al deterioro cognitivo y a los potenciales

tratamientos neuroprotectores. Comprender estas diferencias puede ser clave para
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disefar estrategias terapéuticas mas eficaces y especificas para cada sexo en el contexto

de enfermedades neurodegenerativas.
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Conclusiones parciales

e La administracion de escopolamina y los tratamientos con bacterias lacticas (BL)
desencadenaron respuestas claramente diferenciadas segun el sexo, evidentes en
multiples niveles de analisis: conductual, bioquimico y molecular. Estas diferencias
incluyeron variaciones en la actividad de la AChE, el equilibrio oxidativo y la
expresion de proteinas en el sistema nervioso central, revelando una modulacién
sexo-dependiente de rutas bioldgicas especificas. Este hallazgo subraya la relevancia
de incorporar la variable sexo en el estudio de intervenciones neurobioldgicas, dado
su impacto directo en la eficacia funcional de los tratamientos evaluados.

e El tratamiento con escopolamina afectdé negativamente el comportamiento
exploratorio de los ratones, evidenciado por una marcada reduccién en el tiempo de
permanencia en el drea central del campo abierto. Este patrén conductual sugiere
un incremento en los niveles de ansiedad, sugiriendo a la escopolamina como un
agente negativo del equilibrio emocional en este modelo experimental.

e Enratones machos, el tratamiento con L. brevis CRL 2013 y con L. delbrueckii subsp.
lactis CRL 581 produjo una tendencia general a permanecer mas tiempo en area
central en comparacion con los animales que solo recibieron escopolamina.
Notablemente, en hembras, CRL 581 fue capaz de revertir significativamente este
parametro asociado a la ansiedad evidenciando una modulacién conductual sexo-
dependiente.

e La administracion de escopolamina redujo significativamente la memoria de
reconocimiento en ambos sexos, efecto que se revirtid por el tratamiento con
donepecilo y ambos probidticos, alcanzando niveles comparables al grupo control.

e La administracion oral de las bacterias lacticas L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii
subsp. lactis CRL 581 disminuyeron significativamente la actividad cerebral de AChE
en ratones tratados con escopolamina, evidenciando un efecto inhibidor
potencialmente beneficioso sobre la neurotransmision colinérgica. Ambas cepas
lacticas mitigaron el estrés oxidativo inducido por escopolamina mediante
mecanismos diferenciados, los cuales parecen estar modulados por factores

dependientes del sexo.
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En el proteoma cerebral, los tratamientos con bacterias lacticas evidenciaron
respuestas adaptativas sexo-especificas. En machos, predominaron procesos
vinculados al tréafico vesicular, remodelacién del citoesqueleto y restauracién
neuronal, mientras que en hembras se destacé la modulacion de funciones
nucleares, regulacion transcripcional y procesamiento de ARN. Estos hallazgos
refuerzan la necesidad de incorporar la variable sexo en el disefio de estrategias

terapéuticas basadas en probidticos.
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Conclusiones

e Se seleccionaron siete cepas autdctonas de bacterias lacticas potencialmente
productoras de metabolitos neuroactivos, y se evalué in vitro su potencial
inhibitorio sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE). El analisis in vitro reveld
que el medio condicionado de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CRL 581
(MCB 581) exhibe una potente actividad anti-acetilcolinesterasa, inhibiendo
significativamente tanto la isoforma eritrocitaria (AChE-E) como la cerebral
(AChE-C). Esta accién fue comparable a la de 12 nM y 8 nM de donepecilo,
respectivamente, y se atribuyd exclusivamente a su fraccién de compuestos de
bajo peso molecular (<3 kDa). Estos hallazgos consolidan su valor bioactivo y
proyectan nuevas posibilidades terapéuticas en la modulacidn colinérgica.

e Los medios condicionados de Enterococcus mundtii CRL 35 y Lactobacillus
delcbrueckii subsp. lactis CRL 581 vy Levilactobacillus brevis CRL 2013
evidenciaron actividades funcionales relevantes, como la capacidad antioxidante
y la modulacién de mediadores inflamatorios en modelos celulares in vitro
expuestos a oligdmeros del péptido B-amiloide AB1-42. Estos resultados refuerzan
su valor como fuente de postbidticos con propiedades neuroprotectoras,
abriendo nuevas perspectivas para intervenciones basadas en la microbiota.

® Los medios condicionados de E. mundtii CRL 35 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL
581 y L. brevis CRL 2013 no proporcionaron proteccion directa frente a la
citotoxicidad causada por los oligdmeros del péptido beta amiloide AB1-42.

e La administracion oral de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp. lactis CRL 581
redujo la actividad cerebral de AChE en un modelo de deterioro cognitivo
inducido por escopolamina, sugiriendo un efecto beneficioso sobre la
neurotransmision colinérgica. Ademds, ambas cepas mitigaron el estrés
oxidativo mediante mecanismos diferenciados y dependientes del sexo, lo que
refuerza su potencial como agentes moduladores de la funcién cerebral

e Este trabajo de tesis permitié desarrollar un software de analisis conductual
(STUART), en colaboracién interdisciplinaria con estudiantes de Ingenieria en
Sistemas de la UTN. La herramienta fue clave para garantizar precision,

reproducibilidad y trazabilidad en la medicién de parametros conductuales, al
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tiempo que optimizd el procesamiento de datos y el uso de recursos. Su
implementacién fortalecié significativamente la calidad metodoldgica del
estudio y aportd mayor solidez a la interpretacion de los hallazgos
experimentales, consolidando un avance técnico con alto impacto en
investigacion preclinica.

Los ensayos conductuales analizados con el software STUART evidenciaron que
la administracién oral de las cepas CRL 2013 y CRL 581 logrd revertir parametros
conductuales vinculados a ansiedad y deterioro de la memoria en ratones
tratados con escopolamina. Estos resultados reflejan efectos funcionales
positivos sobre el comportamiento, consolidando el potencial neuroactivo de
ambas cepas en modelos de disfuncion cognitiva.

Por primera vez, se analizaron los cambios en el proteoma cerebral de ratones
tras la administracién combinada de bacterias lacticas y escopolamina,
revelando una respuesta adaptativa claramente sexo-especifica. En machos, se
observaron alteraciones vinculadas al trafico vesicular, la remodelacién del
citoesqueleto y la recuperacidon de la arquitectura neuronal, mientras que en
hembras predominaron procesos nucleares y transcripcionales, junto con
modificaciones en el procesamiento y empalme de ARN. Estos hallazgos no solo
evidencian la profundidad funcional del tratamiento, sino que subrayan Ia
importancia de incorporar el analisis protedmico y la variable sexo en estudios

de neurointervencion.

Este trabajo de tesis integréo herramientas innovadoras y modelos preclinicos para

demostrar el potencial neuroactivo de cepas Idcticas autdctonas: L. delbrueckii subsp.

lactis CRL 581 y L. brevis CRL 2013. Estos probidticos inhibieron AChE con eficacia

comparable al donepecilo, mostraron efectos antioxidantes e inmunomoduladores, y

mejoraron pardmetros conductuales en modelos de deterioro cognitivo. La respuesta

sexo-especifica observada en estudios in vivo y protedmicos refuerza la necesidad de

enfoques personalizados. Ademds, el desarrollo del software STUART fortalecio la

calidad metodoldgica, consolidando un avance técnico con alto impacto en investigacion

neurobioldgica.
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Proyecciones

Proyecciones

Identificar las putativas moléculas responsables de la inhibicién de AChE
presentes en la fraccion <3 kDa del MCB 581 mediante técnicas de
espectrometria de masas (LC-MS/MS), ensayos de inhibicion enzimatica y
modelado molecular para caracterizar la interaccién especifica de estas
moléculas con la enzima acetilcolinesterasa.

Evaluar el efecto de los medios condicionados en co-cultivos de microglia y
neuronas para determinar si la capacidad antioxidante y antiinflamatoria
observada sobre BV2 ejerce un efecto neuroprotector sobre células N2a.
Analizar la actividad dual de la administracién conjunta de L. brevis CRL 2013 y L.
delbrueckii subsp. lactis CRL 581 en modelos murinos, evaluando posibles
efectos sinérgicos sobre la funciéon cognitiva y la modulacion de Ia
neurotransmision colinérgica.

Optimizar la deteccion de marcadores inflamatorios en hipocampo y cértex en
el modelo de deterioro cognitivo inducido por escopolamina.

Analizar el proteoma en tejidos cerebrales diferenciadas, como hipocampo y
cortex, para identificar cambios asociados especificamente a estas regiones del
cerebro.

Evaluar el efecto de la administracion de L. brevis CRL 2013 y L. delbrueckii subsp.
lactis CRL 581 en modelos murinos de la EA, como por ejemplo en ratones

transgénicos PDAPP-J20.
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Listado de enlaces de acceso a los anexos:

ANEXO 1: Tabla DEPs protedmica ratones machos

ANEXO 2: Tabla DEPs protedmica ratones hembras
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