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RESUMEN (en espafiol)

Las enfermedades intestinales de origen inflamatorio y/o neoplasico estan aumentando
entre la poblacion occidental debido a varios factores de riesgo en el estilo de vida de
estas regiones, como el sedentarismo, estrés, mala alimentacion (consumo de carnes
rojas o procesadas), etc. Entre estas enfermedades destacan la colitis ulcerosa (CU) y el
cancer colorrectal (CCR).

En los paises occidentales, la CU se ha incrementado un 60% en las Gltimas décadas.
Esta enfermedad muestra periodos de brotes, caracterizados por sintomas como diarrea,
sangrado, anemia, tenesmo, dolor abdominal y otras manifestaciones genéricas.

En Europa, el CCR es el segundo carcinoma en incidencia y mortalidad, con una
supervivencia media de un 56,2%, dependiendo del estadio en el que se detecte la
enfermedad. Esta enfermedad esta causada por factores que se van acumulando, como
mutaciones genéticas o alteraciones epigenéticas, que acaban alterando la regulacion y
diferenciacion normal de un colonocito.

El uso de alimentos que contienen compuestos nutracéuticos puede permitir prevenir
este tipo de enfermedades. Asi, por ejemplo, alimentos ricos en &cidos grasos
monoinsaturados (como el acido oleico) y poliinsaturados (como los omega-3) activan
mecanismos antiinflamatorios en la mucosa del colon, reduciendo los efectos de la CU.
Por otro lado, la adicion de prebioticos (como la inulina) permite modular la microbiota
intestinal, produciéndose compuestos antitumorales (acidos grasos de cadena corta) tras
su fermentacion por parte de la microbiota intestinal, especialmente en el colon, que
ejercen de potentes agentes proapoptaticos en colonocitos tumorales.

Ademas, el consumo de flavonoides (como las antocianinas presentes en los frutos
rojos) también permite aumentar los niveles de antioxidantes en esta mucosa del colon,
ofreciendo una proteccion adicional frente a dafios genéticos y frente al CCR.

Los objetivos principales de esta tesis son el estudio y la prevencién de las enfermedades
intestinales de caracter inflamatorio, en concreto CU y CCR, mediante el uso de
alimentos funcionales por la adicion de diversos nutracéuticos. Para realizar este estudio
se plantearon los siguientes objetivos:

1. Estudio de alimentos carnicos funcionales enriquecidos con &cidos grasos
monoinsaturados para la prevencion de CU en un modelo animal.
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2. Estudio de alimentos cérnicos funcionales con antocianinas para la prevencion
de CCR en un modelo animal.

3. Estudio de alimentos carnicos funcionales con prebioticos derivados de lactulosa
para la prevencion de CCR en un modelo animal.

4. Estudio de alimentos céarnicos funcionales con inulina para la prevencién de
CCR en un modelo animal de CCR inducido quimicamente y otro de origen genético.
En cuanto a los resultados de esta tesis doctoral, se ha comprobado que el uso de jamén
ibérico de bellota con alto contenido en é&cido oleico produce una reduccion
estadisticamente significativa en los dafios en la mucosa del colon inducidos por CU en
un modelo animal que utiliza DSS, asociada a unos menores niveles circulantes de
interleucinas proinflamatorias, menores niveles de mieloperoxidasa en la mucosa del
colon, mejores parametros histolégicos en la mucosa del colon, y a cambios
beneficiosos en la microbiota intestinal.

Por otro lado, el uso de alimentos funcionales con nutracéuticos afiadidos en su
composicion permitié prevenir el desarrollo del CCR en varios modelos animales. En
este caso, diversos efectos se produjeron por el aumento de la capacidad antioxidante
debido a la presencia de antocianinas (en salchichas funcionales) o a la produccion de
acidos grasos de cadena corta (propionato y butirato principalmente) tras la
fermentacion de los prebidticos inulina (en chorizo y jamén cocido funcionales) y GOS-
Lu (disuelto en el agua de bebida). Estos &cidos grasos de cadena corta producen una
inhibicion de las histonas deacetilasas, induciendo apoptosis en los colonocitos
tumorales.

En estos modelos animales se ha visto una modulacion de la microbiota intestinal por
parte de todos estos alimentos funcionales, aumentando la proporcion de diversos
taxones bacterianos que son capaces de fermentar fibras prebidticas, y reduciendose
ciertos taxones con capacidad proinflamatoria (como por ejemplo el género
Desulfovibrio). Por tanto, la adicién de nutracéuticos promueve una microbiota
intestinal mas saludable y los metabolitos derivados de su actividad, como los &cidos
grasos de cadena corta, son capaces de prevenir y reducir el desarrollo de estas
enfermedades intestinales.

En definitiva, el uso de alimentos céarnicos funcionales puede ser una alternativa
saludable en paises donde el consumo de estos es elevado, pudiendo ayudar a prevenir
enfermedades intestinales de origen inflamatorio y CCR.

RESUMEN (en Inglés)

Intestinal diseases with inflammatory and/or neoplastic origin are increasing among the
Western populations, due to several risks factors associated to the lifestyle in these
regions, such as sedentary lifestyle, stress, unhealthy diet (consumption of red or
processed meats), etc. These diseases include ulcerative colitis (UC) and colorectal
cancer (CRC).

In Western countries, UC has increased by 60% during last decades. This disease shows
periods of outbreaks, characterized by symptoms such as diarrhea, bleeding, anemia,
tenesmus, abdominal pain and other generic manifestations.

In Europe, the CCR is the second carcinoma in incidence and mortality, with an average
survival of 56.2%, depending on the stage in which the disease is detected. This disease
is caused by factors that accumulate along time, such as genetic mutations or epigenetic
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alterations, which end up altering the regulation and normal differentiation of a
colonocyte.

The use of foods that contain nutraceutical compounds can make it possible to prevent
this type of disease. Thus, for example, foods rich in monounsaturated fatty acids (such
as oleic acid) and polyunsaturated fatty acids (such as omega-3) activate anti-
inflammatory mechanisms in the colon mucosa, reducing the effects of UC.

On the other hand, the addition of prebiotics (such as inulin) allows modulating the
intestinal microbiota, producing antitumor compounds (such as short chain fatty acids)
after their fermentation by the intestinal microbiota, especially in the colon. These short
chain fatty acids exert a powerful proapoptotic activity in tumor colonocytes.

In addition, the consumption of flavonoids (such as the anthocyanins present in berries)
also allows to increase the levels of antioxidants in the colon mucosa, offering additional
protection against genetic damage and therefore against CRC.

The main objectives of this thesis are the study and prevention of intestinal diseases
with inflammatory or neoplastic origin, specifically CU and CRC, through the use of
functional foods through the addition of diverse nutraceuticals. To carry out this study,
the following objectives were set:

1. Study of functional meat foods enriched with monounsaturated fatty acids for the
prevention of UC in an animal model.

2. Study of functional meat foods with anthocyanins for the prevention of CRC in an
animal model.

3. Study of functional meat foods with lactulose-derived prebiotics for the prevention
of CRC in an animal model.

4. Study of functional meat foods with inulin for the prevention of CRC in two animal
models for CRC, one chemically induced and another one of genetic origin.

Regarding the results of this PhD thesis, it has been proven that the use of Iberian acorn-
fed ham with high oleic acid content produces a statistically significant reduction in
damage to the colon mucosa induced by UC in an animal model that uses DSS. This
protection is associated with lower circulating levels of proinflammatory interleukins,
lower levels of myeloperoxidase in the colon mucosa, better histological parameters in
the colon mucosa, and beneficial changes in the intestinal microbiota.

On the other hand, the use of functional foods with added nutraceuticals in their
composition allowed to prevent the development of the CCR in several animal models.
In this case, various effects were produced by the increase in antioxidant capacity due
to the presence of anthocyanins (in functional sausages) or the production of short chain
fatty acids (mainly propionate and butyrate) after the fermentation of the prebiotic inulin
(in chorizo and cooked ham) and GOS-Lu (dissolved in drinking water). These short
chain fatty acids produce an inhibition of the histone deacetylases, inducing apoptosis
in the tumor colonocytes.

In these animal models, a modulation of the gut microbiota by all these functional foods
has been seen, increasing the proportion of various bacterial taxa that are able to carry
out the fermentation of prebiotic fibers, and reducing certain taxa with proinflammatory
capacity (as for example the genus Desulfovibrio). Therefore, the addition of
nutraceuticals promotes a healthier intestinal microbiota and diverse metabolites
derived from its activity, such as short chain fatty acids, are capable of preventing and
reducing the development of these intestinal diseases.
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In short, the use of functional meat foods can be a healthy alternative in countries where

the consumption of these foods is high, and may help prevent intestinal diseases of
inflammatory origin and CRC.
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BCD: butiril-CoA deshidrogenasa; PTB: fosfotransbutirilasa; BUK: butirato quinasa; PERO: butiril-CoA:

acetil-CoA transferasa; ACK: acetato quinasa (Fernandez et al. 2016a). .....ccccoeeeeiuieeeecieeeeciiee e 67



Figura 10: Efectos de los SCFAs sobre un colonocito. Se muestra su acumulacion celular y entrada en el
nucleo, con la posterior inhibicion de las HDACs, causando modificaciones transcripcionales de genes

involucrados en apoptosis y parada del ciclo celular (Fernandez et al. 2016a). ........cccceeevvveeeriieeeccireeens 69

Figura 11: Esquema de la composicion de los grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 3 grupos
se les indujo CU mediante la administracion de DSS al 3% y las otras 2 ratas de cada grupo se les administré

agua de consumo sirviendo como control absoIULO. ......ccuiiiiiiiiiiriiii e 103

Figura 12: Efecto de la alimentacidn sobre el peso corporal y el indice de actividad de la enfermedad (DAI).
A, porcentaje de reduccion de peso corporal en la cohorte pienso; B, en la cohorte de jamdn control; C,
en la cohorte de jamén de bellota; y D, en las ratas de control absoluto (sin administracion de DSS). Los
datos se tomaron todas las semanas a lo largo del experimento de CU. El tratamiento de DSS tuvo lugar
entre los dias 7 y 14 del experimento. Las ratas se sacrificaron 1 semana después del final de la
administracién de DSS (dia 21). E, indice de actividad de la enfermedad (DAI) para las cohortes de pienso
(4 £0,84) y de jamodn de bellota (0,87 £ 0,29). DAl es la suma de dos parametros: pérdida de peso corporal
(0, mas del 5% de ganancia de peso corporal; 1, menos del 5% de ganancia de peso corporal y menos del
5% de pérdida de peso corporal; 2, del 5 al 10% de pérdida de peso corporal; 3, de 10 a 20% de pérdida
de peso corporal; 4, mas del 20% de pérdida de peso corporal) y consistencia de las heces (0, heces
normales; 1, heces blandas; 2, diarrea acuosa; 3, diarrea viscosa con poca sangre; 4, diarrea acuosa severa
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Figura 13: Efecto del jamdn de bellota en las mediciones histolégicas de colon. A, evaluacidn del dafio
macroscopico en la CU: 1, sin ulceracién e hiperemia local; 2, ulceracidn sin hiperemia; 3, ulceracion e
inflamacion en un solo sitio; 4, dos 0 mas sitios de ulceracién e inflamacion. B, indice de la alteracién del
epitelio del colon: 0O, sin alteracidn; 1, pérdida focal de células caliciformes; 2, pérdida extensa de células
caliciformes; 3, pérdida de criptas menor que en el 50% de la superficie de la mucosa; 4, pérdida de criptas
en mas del 50% de la superficie de la mucosa y / o regeneracién polipoidea. C, densidad celular
inflamatoria en la mucosa del colon: 0, sin inflamacién; 1, inflamacién leve; 2, inflamacion moderada; 3,

inflamacion severa. D, ensayo de mieloperoxidasa (IMPO). ........cccoeeiiiiieeeriiieceree e 106

Figura 14: Efecto del jamon de bellota sobre los parametros del colon y del intestino delgado. Los circulos
y cuadrados indican el valor correspondiente para cada rata. A, porcentaje de reduccién de la longitud del
colon, en comparacion con el valor medio para animales de control absoluto en cada cohorte. B, presencia
de cambios reparativos en la mucosa del colon: 0, sin cambios reparativos; 1, cambios reparativos leves
(menos del 50% de las ulceraciones de la superficie se vuelven a reepitelizar); 2, cambios reparativos
moderados (mas del 50% de las ulceraciones se vuelven a reepitelizar); 3, cambios reparativos severos
(reepitelizacion de ulceraciones totales). C, porcentaje de incremento en el nimero de placas de Peyer
hiperplasicas en el intestino delgado, en comparacién con el valor medio de los controles absolutos en
cada cohorte. D, ensayo de permeabilidad de Azul de Evans que indica alteraciones en la permeabilidad

del colon (mas elevado en condicioNes de CU). .......ueeeeiiiieiciiiie e e e e e e nae e e s nreee s 107



Figura 15: Efecto de la capacidad antioxidante total y los niveles de citoquinas en plasma sanguineo. A,
capacidad antioxidante total (FRAP). B, niveles plasmaticos medios de la citoquina IL-17 proinflamatoria.

C, niveles plasmaticos medios de interferdn-y (IFN-Y). .....cccccciiriieiiee e e aree s 109

Figura 16: Efecto del jamdn de bellota en la concentracion de SCFA en heces de ciego. A, concentracion
(mM) de acido isobutirico en heces del ciego. B, concentracion (mM) de acido isovalérico en heces del
ciego. C, concentracién (mM) de acido valérico en heces del ciego. D, concentracién (mM) de acido

propidnico en las heces del ciego. E, concentraciéon (mM) de acido butirico en las heces del ciego....... 110

Figura 17: Efecto del jamdn de bellota en los niveles plasmaticos de acidos grasos de cadena corta. A,
niveles plasmaticos de acido oleico en ambas cohortes de ratas. B, niveles plasmaticos de acidos grasos
omega-6 en ambas cohortes de ratas. C, proporcidn plasmatica de omega-6 / omega-3 en ambas cohortes

de ratas. D, niveles plasmaticos de acido linolénico en ambas cohortes de ratas. .........cccccveeeecvveeeenneenn. 112

Figura 18: Composicion de la microbiota intestinal (Filo). Composiciéon a nivel de Filos (Verrucomicrobia,
Tenericutes, Proteobacteria, Firmicutes, Deferribacteres, Bacteroidetes y Actinobacteria) para todos los
animales supervivientes en este estudio. A, animales de la cohorte de pienso; B, animales de la cohorte
de jamdn control; C, animales de la cohorte de jamdn de bellota. P: pienso, C: jamdn control; B: jamén de
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Figura 19: Composicidon de la microbiota intestinal (Familias). Composicién a nivel de familias para todos
los animales supervivientes en este estudio. A, animales de la cohorte de pienso; B animales de la cohorte
de jamon control; C, animales de la cohorte de jamén de bellota. P: pienso, C: jamon control; B: jamén de
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Figura 20: Composicidn de la microbiota intestinal (filo). Los animales de control absoluto (aquellos que
no recibieron el tratamiento de DSS), mostraron diferencias importantes de microbiota, debido a las
diferentes composiciones de dieta. Los animales de la cohorte de alimentacidn contenian principalmente
Firmicutes (85%) y Bacteroidetes (14%). Sin embargo, ambos tipos de animales de cohortes de jamén
mostraron un claro aumento en las poblaciones de Bacteroidetes (35%) y en Proteobacteria (25%), con
claras reducciones en las poblaciones de Firmicutes. Ademas, el filo Actinobacteria solo aparecidé en ambas

cohortes de jamon. F: pienso, C: jamon control; A: jamén de bellota. .......cocvveeeeciieiiciieeeceeeeeee e, 115

Figura 21: Esquema de la composicion de los grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 3 grupos
de les indujo CCR mediante la administracion de dos dosis de AOM y 2 periodos de DSS al 3% y 2%. Las

otras 2 ratas de cada grupo no se les administro el tratamiento sirviendo como control absoluto........ 116

Figura 22: A, Evolucién del peso corporal durante todo el experimento para las ocho ratas tratadas para
inducirles CCR en las tres cohortes. El peso corporal se midid en las semanas 1, 2, 3, 4, 7, 15y 20; B,
Evolucién del peso corporal a lo largo de todo el experimento para los dos controles absolutos (sin
induccion de CCR) en las tres cohortes. El peso corporal se midié en las semanas 1, 2, 3, 4, 7, 15y 20. P:

cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte de salchichas funcionales. ............... 117



Figura 23: A, Numero medio de placas de Peyer hiperpldsicas en cada cohorte de alimentacion (8 ratas de
cada grupo que se les indujo CCR) con diferencias significativas entre ellos; B, Imagen que muestra una
placa de Peyer hiperplasica sobre la superficie del intestino delgado, aparece como una protuberancia
redondeada y blanquecina de unos 2-3 mm de didametro (flecha negra). P: cohorte de pienso, SC: cohorte

de salchichas control, SF: cohorte de salchichas funcionales. .......ccccooeieeiiiiiiiie e 118

Figura 24: Valor medio de la capacidad antioxidante total en sangre de las 8 ratas con CCR de cada cohorte
de alimentacion medido en equivalentes Trolox (uM). P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas

control, SF: cohorte de salchichas fUNCIONAIES. ..........ooi i 119

Figura 25: Valor medio en gramos del peso del ciego para las 3 cohortes de alimentacién, siendo incluidos
las 8 ratas de cada grupo a las que se las indujo CCR. P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas

control, SF: cohorte de salchichas fUNCIONAIES. ........uiiiiiiiiiiiic e 119

Figura 26: A, Valor medio de los pdlipos del intestino grueso en las 8 ratas que se les indujeron CCR en
cada cohorte de alimentacion. Las ratas utilizadas como control absoluto (ratas 9 y 10 de cada cohorte)
no mostraron ningun tipo de lesién en la mucosa coldnica; B, Valor medio del area del intestino grueso
afectada por tumores. Para cada animal se calculd el area individual de cada pdlipo sumandose todos y
generando la media de cada cohorte. P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte

de SalChiChas FUNCIONGIES. ...uuviiiiiiiiiieeeeee et e e s e s bab e e e e e e eeesasbaaseeeeeesnannes 120

Figura 27: Composicion de la microbiota intestinal, a nivel de filo, en las ratas pertenecientes a la cohorte
de salchichas control (SC1 a SC10), y en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchichas funcionales

(SF1 a SF10). SC: cohorte de salchicha control, SF: cohorte de salchicha funcional. ..............cccceeennne. 122

Figura 28: Diferencias en la composicién media de la microbiota intestinal a nivel de familias para las ratas
pertenecientes a ambas cohortes de salchichas. SC: cohorte de salchicha control, SF: cohorte de salchicha
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Figura 29: Composicion de la microbiota intestinal a nivel de familias en las ratas pertenecientes a la
cohorte de salchicha control (SC1 a SC10) y en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchicha funcional

(SF1 a SF10). SC: cohorte de salchicha control, SF: cohorte de salchicha funcional. ........cccccevvvveeiiiennnn. 124

Figura 30: Diferencias en la composicién de Bilophila wadsworthia para las ratas pertenecientes a la
cohorte de salchicha control y la cohorte de salchicha funcional. SC: cohorte de salchicha control, SF:

cohorte de salchicha fUNCIONAL. .......oooiiiiiiei e e e e e et e e e e e e s enbraaeeeeeeean 125

Figura 31: Esquema de la composicion de los 2 grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 2 grupos
de les indujo CCR mediante la administracién de dos dosis de AOM y 2 periodos de DSS al 3% y 2%. Las

otras 2 ratas de cada grupo no se les administro el tratamiento sirviendo como control absoluto........ 126

Figura 32: Evolucién del peso corporal a lo largo de todo el experimento para las 8 ratas con induccién de
CCR en las dos cohortes: pienso control (circulos) y GOS-Lu (cuadrados). El peso corporal se midid en las
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Figura 33: Valores medios del peso del ciego para cada una de las dos cohortes. El aumento de peso en la

cohorte GOS-Lu fue estadisticamente significativo (p-valor de 0,001). .......cccccceeverevieeiirenieenree e 127

Figura 34: (A) Valor medio del nimero de pdlipos en el colon de cada cohorte (ratas 1 a 8 en cada caso).
(B) Valor medio del drea de los pélipos de cada cohorte. Para cada animal, se calculé el area de cada pélipo

individual, y luego se sumaron estos valores, representando la media de cada grupo en mma2............. 128

Figura 35: (A) Concentraciones de propionato cecal en las cohortes de pienso (0,86 + 0,1) y GOS-Lu (1,35
+ 0,03). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p-valor de 0,003). (B) Concentraciones de
butirato cecal en las cohortes de pienso (1,29 + 0,2) y GOS-Lu (0,51 + 0,1). Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. (C) Concentraciones de hexanoato cecal en las cohortes de pienso (0,73 +
0,2) y GOS-Lu (0,13 £ 0,06). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (D) Concentraciones de
valerato cecal en las cohortes de pienso (0,07 + 0,004) y GOS-Lu (0,06 + 0,008). Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. (E) Concentraciones de isobutirato cecal en las cohortes de pienso (0,04 +
0,01) y GOS-Lu (0,03 + 0,009). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (F) Concentraciones
de isovalerato cecal en las cohortes de pienso (0,004 + 0,0007) y GOS-Lu (0,003 + 0,0006). Esta diferencia

no fue estadisticamente SigNIfiCatiVa. ........c.eoiiiiiiii e 129
Figura 36: Representacion grafica de la relacion Firmicutes / Bacteroidetes en ambas cohortes. .......... 130

Figura 37: indices de diversidad de la microbiota intestinal en cada cohorte. (A) El indice de Shannon es
de 3,47 + 0,17 para la cohorte de pienso y 4,32 = 0,09 para la cohorte de GOS-Lu (diferencias
estadisticamente significativas, con un p-valor de 0,0004). (B) El indice de Chao es de 33,56 + 3,66 para la
cohorte de pienso y 46,2 + 1,13 para la cohorte de GOS-Lu (diferencias estadisticamente significativas,
con un p-valor de 0,0086). (C) El indice de Simpson es de 0,8494 + 0.02 para la cohorte de piensoy 0,9177

+ 0,01 para la cohorte de GOS-Lu (diferencias estadisticamente significativas, con un p-valor de 0,0086).

Figura 38: Diferencias en la composicion media de la microbiota intestinal a nivel de familia para las 2
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Figura 39: Composicién de la microbiota intestinal a nivel de familia en las ratas pertenecientes a la
cohorte de pienso (Pienso 1 a Pienso 10), y en las ratas pertenecientes a la cohorte de GOS-Lu (GOS-Lu 1
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Figura 40: Familias que muestran diferencias estadisticamente significativas entre las ratas pertenecientes
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Figura 41: Correlaciones significativas entre (A) los taxones bacterianos y los niveles de produccién de

SCFAs, y (B) los taxones bacterianos con el nimero de pdlipos o el area total del tumor. ..................... 137

Figura 42: Curvas de viabilidad celular frente a propionato. (A) Viabilidad celular en la linea HCT116 frente
a las concentraciones de propionato de 2, 4, 8, 12 y 16 mM. (B) Viabilidad celular en la linea HT29 frente

a las concentraciones de propionato de 2, 4, 8, 12 y 16 mM. (C) Viabilidad celular en la linea T84 frente a



las concentraciones de propionato de 30, 60, 90, 120 y 150 mM. (D) Viabilidad celular en la linea BHK21

frente a las concentraciones de propionatode 1, 2,4, 8 Y 16 MM. ....ccovvoiiiiiiiieiiiiiiee e siee e 138

Figura 43: Curvas de viabilidad celular frente a butirato. (A) Viabilidad celular en la linea HCT116 frente a
las concentraciones de butirato de 0,5, 1, 2, 4 y 8 mM. (B) Viabilidad celular en la linea HT29 frente a las
concentraciones de butirato de 0,5, 1, 2, 4 y 8 mM. (C) Viabilidad celular en la linea T84 frente a las
concentraciones de butirato de 0,5, 1, 2, 4 y 8 mM. (D) Viabilidad celular en la linea BHK21 frente a las

concentraciones de butirato de 1, 2, 4, 8 Y 16 MM ....oiiiiiiiieeiiiie et aee et e e e neae e e enes 139

Figura 44: Comparativa de viabilidad celular realizada por la accién de propionato y butirato en las tres
lineas celulares de CCR. (A) Comparacion en la linea celular HCT116. (B) Comparacién en la linea celular

HT29. (C) Comparacion en la linea CelUlar T84 ........cocccuiieieiiiee ettt eree e st e e e ae e e e saba e e e e traeeenes 140

Figura 45: Ensayos de apoptosis mediados por butirato y propionato en las tres lineas celulares de CCR.
En los graficos se muestra el porcentaje de células que sufrieron necrosis, apoptosis o que siguen viables
tras el tratamiento. (A) Estudio de apoptosis en la linea celular HCT116. (B) Estudio de apoptosis en la
linea celular HT29. (C) Estudio de apoptosis en la linea celular T84. Las concentraciones utilizadas de

butirato y propionato son las que producen la Cl7o para cada linea celular. ......cccocvevevieeiiicieeencieees 141

Figura 46: Ciclo celular de las tres lineas ensayadas de CCR cuando son tratadas con propionato y butirato.
En el eje vertical se muestra el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo (G1, G2 y

S). (A) Ciclo celular en la linea HCT116. (B) Ciclo celular en la linea HT29. (C) Ciclo celular en la linea T84.

Figura 47: Esquema con la composicién de los 5 grupos animales experimentales. A 7 de las ratas de cada
uno de los 5 grupos se les indujo CCR mediante la administracion de dos dosis de AOM y 2 periodos de
tratamiento con DSS. A las otras 3 ratas de cada grupo no se les administré este tratamiento (controles
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Figura 48: Niveles de triacilglicéridos en el plasma sanguineo de los 3 grupos experimentales (circulos para
pienso, cuadrados para carnico control y triangulos para carnico funcional). Las unidades estan expresadas
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Figura 49: Valores medios del peso del ciego en las tres cohortes del experimento. Las unidades estan

EXPresadas BN GramIOS (B)...cccueeeeiiieeeeeiieeeeiteeeeeitteeeeitteeeeetteeeeatteeaeaassaeesasseaaaastaeeeaassseesassssaeasssaeensraeeennsees 145

Figura 50: Numero medio de placas de Peyer hiperplasicas en cada cohorte (en las 7 ratas de cada grupo
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Figura 51: (A) Valor medio del nimero de pélipos en el colon de cada cohorte. (B) Valor medio del area
total de los pélipos de cada cohorte. Para cada animal, se calculd el area de cada pdlipo individualmente,

y luego se sumaron estos valores, representandose la media de cada grupo en mm?2. ......ccccceeveevvenenene 147



Figura 52: Concentraciones de los dos principales SCFAs en heces de ciego. (A) Concentraciones medias
de propionato en las tres cohortes (B) Concentraciones medias de butirato en las tres cohortes. Las
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Figura 53: Representacion grafica de la relacion Firmicutes/Bacteroidetes en las tres cohortes de
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Figura 54: Dendrograma de las principales familias presentes en los animales de las tres cohortes del

estudio. P: Pienso. CC: Chorizo control. JC: Jamdn control. CF: Chorizo funcional. JF: Jamdn funcional. 150

Figura 55: Familias que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las ratas

pertenecientes a las cohortes de pienso, carnico control y carnico funcional.........ccccceeeeeeiiicieeiniienenns 152

Figura 56: Esquema de la composicidn de los 4 grupos experimentales. A 8 ratas de cada uno de los 4
grupos se les potencio el desarrollo del CCR mediante la administracion de dos dosis de AOM y 1 periodo
de DSS al 3% en el agua de bebida. A las otras 2 ratas de cada grupo no se les administré el tratamiento
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Figura 57: Evolucidn del peso corporal a lo largo de todo el experimento para las ratas de las cuatro
cohortes: pienso control (circulos), chorizo control (cuadrados), chorizo funcional (tridangulos), chorizo
funcional con probidticos (tridangulos invertidos). El peso corporal se midié en las semanas 1, 2, 8, 13, 18
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Figura 58: Valores medios del peso del ciego para cada una de las cuatro cohortes. El aumento de peso
en las cohortes de chorizo funcional y chorizo funcional mds probidticos fue estadisticamente significativo

respecto a las otras dos cohortes (p-valores <0,001).......ccccurieiiiiireeiiiieeeeiieeeecreeeeereeeeesraeeeeeareeeeesbreeeenns 156

Figura 59: Valores medios de placas de Peyer hiperplasicas en el intestino delgado para cada una de las
cuatro cohortes. Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre la cohorte de chorizo control
y el resto: pienso (p-valor <0,0001), chorizo funcional (p-valor de 0,001), y chorizo funcional con
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Figura 60: (A) Valor medio del nimero de pélipos en el colon de cada cohorte. (B) Valor medio del area
total de los pdlipos en cada cohorte. Para cada animal, se calculd el area de cada pélipo individual, y luego
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Figura 61: (A) Concentraciones de propionato cecal en las cuatro cohortes. (B) Concentraciones de
butirato cecal en las cuatro cohortes. (C) Concentraciones de hexanoato cecal en las cuatro cohortes. (D)
Concentraciones de isobutirato cecal en las cuatro cohortes. (E) Concentraciones de valerato cecal en las
cuatro cohortes. P: Pienso, CC: Chorizo control, CF: Chorizo funcional, CFP: Chorizo funcional con
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Figura 62: Relacion Firmicutes/Bacteroidetes en las tres cohortes de alimentacion. P: Pienso. CC: Chorizo

control. CF: Chorizo fUNCIONAL. ..o 162



Figura 63: Composicion de la microbiota intestinal, a nivel de familias, en cada animal de las tres cohortes

estudiadas en esta fase. P: Pienso. CC: Chorizo control. CF: Chorizo funcional. ..........cccccccoiin 163

Figura 64: Familias con diferencias estadisticamente significativas entre las tres cohortes analizadas en
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Figura 65: Diferencias estadisticamente significativas a nivel de filos entre la cohorte chorizo funcional y
la cohorte chorizo funcional con probiéticos. (A) Diferencias en el filo Proteobacteria. (B) Diferencias en el
filo Actinobacteria. (C) Diferencias en el filo Synergistetes. CF: Chorizo funcional. CFP: Chorizo funcional
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Figura 66: Diferencias estadisticamente significativas a nivel de familia entre la cohorte chorizo funcional
y la cohorte chorizo funcional con probidticos. (A) Diferencias a nivel de la familia Lachnospiraceae. (B)
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Clostridiales. CF: Chorizo funcional. CFP: Chorizo funcional con probioticos........ccoceeeceerieenieciiieenieenns 167

Figura 67: Potenciales taxones reductores de nitrato a nitrito presentes en la microbiota de las ratas
control absoluto de la cohorte jamén control y de la de jamdn de bellota. C: Jamon control. B: Jamén de
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INTRODUCCION

1.1. Enfermedades intestinales de origen inflamatorio

1.1.1. Sindrome de intestino irritable

Se define el sindrome de intestino irritable (SI1) como un trastorno funcional digestivo que
se caracteriza por la presencia de molestias abdominales y cambios en los habitos de las
deposiciones (Longstreth 2005).

1.1.1.1. Epidemiologia

Al no tener una sintomatologia claramente definida, la prevalencia de la enfermedad varia
entre un 3-20% en la poblacién, dependiendo del método usado para su diagnostico. Esta
prevalencia también es variable dependiendo de caracteristicas generales de la poblacion de
estudio, como pueden ser: el sexo al que va dirigido el estudio, la zona geografica, la edad o
la poblacion objeto de dicho estudio (Grundmann & Yoon 2010).

Se estima que en los paises occidentales la prevalencia es de entre un 10-18%, mientras que
en los paises asiaticos se reduce hasta un 1-9%. En Espafia, la prevalencia oscila entre el 7-
8%. Se observa una mayor prevalencia en la mujer, con una ratio 2:1, pero esta diferencia
solo se ha observado en paises occidentales. Ademas, el Sl es més frecuente entre personas
jévenes (Mearin et al. 2001; Choung & Locke 2011; Longstreth 2005).

La incidencia real del Sl es dificil de calcular, porque a menudo muchos pacientes que
tienen la sintomatologia de la enfermedad no acuden al médico. Aun asi, se estima que en
los paises occidentales pueden padecer esta enfermedad entre 200-300 personas por cada
100.000 habitantes/afio, aunque estas cifras pueden estar infravaloradas y segun otras
estimaciones podrian verse afectadas unas 400 personas por cada 100.000 habitantes/afio
(Choung & Locke 2011; Ruigbmez et al. 1999).

1.1.1.2. Etiologia y sintomatologia.

Es dificil establecer una serie de criterios con los que se pueda realizar un diagnostico claro
del SllI, debido a que presenta una sintomatologia muy diversa. Por ello, se han adoptado
una serie de consensos, denominados Criterios de Roma. El Gltimo vigente es el Roma Ill'y
data de 2006.
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El criterio Roma |11 establece que para el diagnostico del SII deben cumplirse una serie de
premisas:

a) La presencia de molestias abdominales durante al menos 3 dias al mes durante un
minimo de 3 meses.

b) Mas un cambio en la frecuencia y/o forma de las deposiciones.

c) Ademaés, todas estas molestias deben haber comenzado 6 meses antes del
diagnostico.

d) Pueden darse otros sintomas como fiebre, pérdida de peso o sangre en heces (Lacy
et al. 2016).

Atendiendo a cambios en las deposiciones, se pueden establecer diferentes subtipos de SllI.
Para ello se tiene en cuenta la escala Bristol, que establece categorias en funcion de la
consistencia de las heces (O’Donnell et al. 1990). Hay asi 4 categorias principales
(Longstreth et al. 2006):

Tipo 1 e g 009 Trozos duros separados, como nueces

Tipo 2 i "VQ S T Con forma de salchicha, pero grumosa

Tipo 3 m Con forma de salchicha, pero con grietas
Tipo 4 Con forma de salchicha, como serpiente lisa
y suave

Tipo 5 QQ
&

Tipo 6 m Trozos suaves con los bordes desiguales
Tivo 7 Acuosa, sin trozos sélidos
ipo — Totalmente liquida

Bolas suaves con bordes desiguales

Figura 1: Escala de Bristol. Clasificacion de las deposiciones en 7 tipos atendiendo a su apariencia.

a) Sll con diarrea: cuando mas del 25% de las deposiciones estan en la escala 6-
7 [Figural].

b) SII con estrefiimiento: cuando mas del 25% de las deposiciones estan en la
escala 1-2 [Figura 1].

c) Sll con patrén alterno: si hay mas del 25% de ambas formas.
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d) SlI con patron indefinido: cuando no se puede clasificar en las anteriores
categorias.

Con todas estas variables, la etiologia de la enfermedad no es clara y puede tener origen
multifactorial.  Los sintomas principales se deben a cambios en la motilidad por
contracciones gastrointestinales anémalas o por una incorrecta secrecion biliar. Puede existir
una hipersensibilizacion debido a un incorrecto procesamiento de la informacion dolorosa
por parte del sistema nervioso central (SNC). Ademas, los factores psiquiatricos como
sindromes de ansiedad, cambios en el patron del suefio, estrés o0 panico aumentan
considerablemente la prevalencia de la enfermedad (Ford et al. 2009).Varios estudios
muestran ademas que pueden estar involucrados factores genéticos, ya que los familiares de
un paciente tienden a ser 2-3 veces mas propensos a padecer la enfermedad, aunque se
desconocen con seguridad los genes exactos involucrados en el SII (Cremonini & Talley
2005).

Por otro lado, las bacterias presentes en el intestino parecen tener importancia a la hora de
disparar el proceso patoldgico, ya que se han observado cambios en la microbiota en los
pacientes con SlI respecto a la poblacion sana, en especial descensos en poblaciones de
Lactobacillus o bifidobacterias (Moayyedi et al. 2010). También puede observarse en
ocasiones un sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado de los pacientes, lo que
provoca cambios en la motilidad y sobreproduccion de gases. Este sobrecrecimiento puede

ocurrir tras una infeccion gastrointestinal bacteriana (Pimentel et al. 2011).

Por altimo, varios procesos inflamatorios pueden ser desencadenantes de SlI, ya que en estos

pacientes se produce un aumento de los linfocitos, mastocitos y citosinas proinflamatorias.
1.1.1.3. Tratamiento clinico

Al no haber una sintomatologia ni una etiologia definida y especifica para esta enfermedad,
antes de aplicar un tratamiento especifico para Sll se realizan diferentes estudios para
descartar cualquier otra patologia con sintomatologias coincidentes, como por ejemplo

celiaquia, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), carcinoma colorrectal (CCR), etc.
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No existe un Unico tratamiento estandar para el Sll. Los diferentes sintomas y las complejas
etiologias hacen que el tratamiento sea en realidad una medida paliativa para mitigar o

eliminar sintomas presentes en el paciente.

En cuanto a modificaciones en la dieta, pese a no demostrarse una mayor incidencia de
alergias alimentarias en estos pacientes, si se observa que la restriccion de determinados
alimentos como grasas, lacteos, carbohidratos o un aumento de la fibra soluble mitigan los
efectos del SII. Otros cambios conductuales como deporte practicado de forma regular o un

buen hébito de suefio también mejoran los sintomas (Rajili¢-Stojanovic et al. 2015).

Determinados farmacos son utiles en el tratamiento de la sintomatologia, como los
antidiarreicos, los antiespasmadicos, los inhibidores de los receptores de serotonina (la
hormona que regula las funciones motoras del intestino), los activadores de canales de cloro
(que provocan la liberacion de sodio y agua hacia la luz intestinal) o los agentes psicoactivos
(principalmente antidepresivos), que aumentan la neurogénesis (Ford et al. 2009; Tack et al.
2006).

Otro potencial tratamiento se centra en paliar la disbiosis presente en el intestino, mediante
el uso de probidticos, prebioticos, simbidticos, o bien el uso de antibidticos de baja absorcion
cuando existe un sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado o en procesos de
infeccion gastrointestinal (Moayyedi et al. 2010; Pimentel et al. 2011; Rajili¢-Stojanovi¢ et
al. 2015).

En definitiva, el SII puede ser definido como un conjunto de sintomas con una etiologia muy
diversa que pueden ser desencadenados por procesos microinflamatorios. El diagnostico y
tratamiento debe realizarse por tanto en funcion de los sintomas que padezca el paciente de
SII.

1.1.2. Enfermedad inflamatoria intestinal.

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es una enfermedad inflamatoria localizada en el

tubo digestivo causada por una reaccion autoinmune.

Es una enfermedad inmunoldgica de caracter crénico, con una sintomatologia que se

manifiesta en brotes imprevisibles en duracion y grado, seguidos de periodos se ausencia de
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sintomas. Dentro de la Ell destaca la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU),

siendo estas las afecciones con mayor incidencia y prevalencia.

La principal diferencia entre ambas se centra en la zona de afectacion, ya que en la CU es el
intestino grueso el que se ve afectado, mientras que en la EC puede verse afectada cualquier

parte del tubo digestivo (Domeénech et al. 2014).
1.1.2.1. Epidemiologia.

En el dltimo siglo, la incidencia de la EIll ha ido incrementandose progresivamente, en
especial en los paises desarrollados. Este incremento ha sido de un 75% en el caso de la EC
y de un 60% en el de la CU.

La mayor tasa de incidencia y prevalencia de la Ell se encuentra en Europa Occidental y
Norteamérica. La incidencia maxima se detecta en Norteamérica (19,2 casos de CU y 20,2
casos de EC por cada 100.000 habitantes/afio) y en Europa del Norte (24,3 casos de CU en
Islandia y 10,6 casos de EC en Reino Unido por cada 100.000 habitantes/afio) (Molodecky
et al. 2012). Se calcula una prevalencia total de 2,5-3 millones de pacientes en Europa y 1-
1,5 millones de personas en Norteamérica. En estas zonas, la prevalencia se situa entre 150-
505 casos por cada 100.000 habitantes (Burisch & Munkholm 2013)

La distribucién de la enfermedad en Europa es muy heterogénea, siendo los paises del norte
los més afectados y siendo ademas mas frecuente en zonas rurales que urbanas. La tasa de
mortalidad es muy baja, con casi la totalidad de los casos atribuibles a la EC, (1 por cada
200 pacientes), debido principalmente a complicaciones indirectas de esta enfermedad

(Economou & Pappas 2008).

En Espafia se observa un claro ascenso continuado de la prevalencia, con unos 180 casos por
cada 100.000 habitantes, siendo muy heterogénea su dispersion entre las diferentes regiones

del norte y del sur del pais (Barreiro-de Acosta et al. 2017).

Tanto la CU como la EC surgen mayoritariamente en adultos jovenes. 5 de cada 10 pacientes
se diagnostican entre los 20 y los 39 afos, y un 25% de los mismos inician la sintomatologia
antes de los 25 afos. La incidencia entre sexos es muy similar, siendo mas frecuente los

casos de CU en hombres y los de EC en mujeres (Molodecky et al. 2012).
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1.1.2.2. Etiologia y sintomatologia.

Los sintomas de la Ell aparecen agrupados en periodos de afectacion, denominados brotes,
que se producen con diferente grado de severidad y van precedidos de periodos de remision.
Dentro de las dos afecciones principales, la EC y la CU, hay sintomas compartidos como la
diarrea o el estrefiimiento, la aparicion de sangrado en la defecacion, fiebre (debida al
proceso inflamatorio), anemia (debida a malabsorcidn de nutrientes y pérdida de sangre en
heces), sensacion de evacuacion incompleta (tenesmo), fatiga, pérdida de peso y otras

manifestaciones genéricas (Hoffmann & Kruis 2004).

El dolor abdominal y las lesiones anales son mas frecuentes en la EC En cambio, las
manifestaciones extraintestinales ocurren en un 10% de los casos de CU, pero afectan a un
20-40% de los pacientes de EC (Hoffmann & Kruis 2004).

La probabilidad de padecer CCR parece aumentar al padecer UC. En un meta-analisis de
116 estudios se llega a la conclusion de que el riesgo de padecer CCR aumenta un 2% tras
10 afos de enfermedad, un 8% tras 20 afios y un 18% tras 30 afios (Burisch & Munkholm
2013).

De todas formas, no todos los pacientes presentan todos los sintomas y con la misma
intensidad. La clasificacion de Montreal sirve para estandarizar los casos de Ell dependiendo
de la intensidad de los brotes: leves (afectan al 50% de la poblacién enferma), moderados
(35%) y fuertes (15%) (Satsangi et al. 2006).

En cuanto a la etiologia de la enfermedad, no se conoce el mecanismo por el que se produce
la reaccion inmunoldgica, aunque parecen existir una serie de factores de riesgo que
incrementan la probabilidad de padecer EIl. Por ejemplo, unas buenas condiciones
higiénicas, como el acceso a agua potable, podrian favorecer el desarrollo de EIl. También
son factores de riesgo una dieta rica en grasas saturadas y pobre en frutas, verduras y fibra;
el uso de antibioticos, los tratamientos antiacné, los anticonceptivos orales y las terapias
hormonales (Castiglione et al. 2012; Khalili et al. 2013; Lee et al. 2015).

Ademas, hay estudios que demuestran que la probabilidad de padecer Ell en el caso de tener
antecedentes familiares aumenta un 12% en el caso de la EC y cerca del 9% en el de la CU.

En gemelos idénticos se ha visto que padecen CU simultdneamente en un 20-50% de los
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casos (10% para el resto de gemelos). Estos porcentajes son de un 16% y un 4%
respectivamente en el caso de EC (Moller et al. 2015).

Finalmente, varios factores inducen cierta proteccion frente a Ell. Este es el caso de la
eliminacion del apéndice, que da cierta proteccion frente a la aparicion de CU, descendiendo
el riesgo hasta un 69%. La lactancia materna reduce la probabilidad de padecer una
enfermedad autoinmune como la Ell. Una menor exposicion a la radiacion solar se relaciona
con una mayor incidencia de EIl (menores niveles de vitamina D), de ahi que exista una
relacién directa con el aumento de esta enfermedad en paises del norte respecto a los del sur
(Ananthakrishnan 2015; Ponder & Long 2013).

1.1.2.3. Diagndstico y tratamiento

La EII tiene una sintomatologia diversa, muy heterogénea dependiendo de la intensidad y
grado de cada caso, por lo que el diagnostico puede ser dificil y normalmente es tardio.
Cuando los sintomas estan bien definidos, se realiza una bateria de pruebas analiticas,
ecografias y endoscopias, lo que permite que se llegue a un diagndstico claro de la
enfermedad.

Los principales tratamientos para la EIl son farmacoldgicos, de los cuales los mas

ampliamente utilizados son:

a) Aminosalicilatos para reducir los procesos inflamatorios. Son los mas ampliamente
usados, en especial en casos de CU.

b) Corticoides: se usan en periodos de brotes de la enfermedad para regular la respuesta
inmune. Su uso debe de ser en cortos periodos debido a los efectos secundarios que
producen.

¢) Inmunomoduladores: se usan en los casos mas graves de la enfermedad, ya que

reducen la actividad del sistema inmune, originando graves efectos secundarios.

En casos de EC también se utilizan en ocasiones tratamientos biologicos, que son capaces
de disminuir los procesos inflamatorios y de restablecer mediante una correcta cicatrizacion

la mucosa intestinal afectada (Veljacca 2004).

La cirugia se utiliza en especial en pacientes de EC, que generalmente sufren varios procesos

quirurgicos a lo largo de su enfermedad. Sin embargo, para estos pacientes no se trata de una
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solucion definitiva, ya que la EC tiene una localizacion difusa a lo largo de todo el sistema
digestivo. En el caso de pacientes de CU, la cirugia solo se utiliza en los casos mas graves,

pudiendo llegar a eliminarse todo el intestino grueso del paciente (Lonnfors et al. 2014).

Finalmente, existen tratamientos experimentales, como el trasplante de medula 6sea, que

pueden llevar a la curacion del paciente (DiNicola et al. 2017).
1.1.2.4. Modelos animales

Los principales modelos animales de experimentacion en Ell estan destinados a la CU. Estos
modelos muestran similitudes con la enfermedad en humanos tanto en los sintomas como en
sus caracteristicas histolégicas. Los principales métodos para generar la Ell en animales son

la induccion quimica, la transferencia adoptiva y los modelos genéticos (Jurjus et al. 2004).

En los modelos quimicos se utilizan varios compuestos para inducir colitis. Los dos méas
utilizados son el dextrano sulfato sédico (DSS) y el acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico
(TNBS). Ambos provocan dafios a nivel de la barrera intestinal. EI DSS causa dafios mas
parecidos a la CU y el TNBS més a la EC (Alex et al. 2009).

El DSS es un compuesto que se administra disuelto en agua de bebida de los animales de
experimentacidn, en concentraciones cercanas al 3%. Su efecto se debe a que afecta a la capa
interna de la mucosa intestinal, lo que provoca aumento de la permeabilidad y translocacién
bacteriana, que acaban provocando la activacion de la cascada inflamatoria en la mucosa
(Johansson et al. 2010).

En cambio, el TNBS induce la formacion de compuestos prooxidantes, dafiandose el colon
al producirse zonas de necrosis, rodeadas de zonas de inflamacion. Este proceso parece
deberse a la infiltraciéon de neutrofilos en el tejido, provocando un aumento de la
permeabilidad de la mucosa y reacciones de inflamacion causadas por macrofagos. El dafio
en la mucosa es méas profundo que con el tratamiento de DSS (Tatsumi & Lichtenberger
1996).

En los modelos de transferencia adoptiva se transfieren células T a un receptor
histocompatible; dando lugar a un cuadro de CU por la interrupcién de la homeostasis de las

células T. La severidad de esta CU inducida depende de varios factores, como el tipo de
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protocolo utilizado, el animal receptor y los componentes del sistema inmune transferidos
desde el donante (Ostanin et al. 2009).

En los modelos genéticos se utilizan cepas animales que tienen una mayor predisposicion a
padecer CU. Por ejemplo, los modelos animales deficientes en interleucina 10 (1L107)
provocan CU crénica, debido a una mayor respuesta inflamatoria frente a la presencia de
microbiota intestinal, por ejemplo, frente a especies del género Enterococcus. En ratones
axénicos mutantes para IL-10 no se observa en cambio esta inducciéon de CU(Sydora et al.
2003).

Otro modelo animal genético frecuente es el afectado en la proteina Mdrla, una proteina de

la membrana del enterocito transportador de compuestos hidrofobicos (Huebner et al. 2009).

El modelo animal Nod2?%C est4 afectado en una proteina que reconoce receptores del
sistema inmune innato, dando lugar entonces a la translocacion del factor nuclear kappa B
(NF-xB) al nucleo, lo que origina una respuesta inmune (Inohara et al. 2002). En ratones
con el alelo Nod2%%% no se manifiesta la enfermedad, pero cuando se les administra un
tratamiento con DSS se observa una potenciacién de sus efectos respecto a ratones normales.
Este efecto parece deberse a la microbiota presente en el intestino del animal, y que gracias
a la alteracion de la permeabilidad causada por el DSS causa la activacion alterada de NF-
kB (inflamacidn) y a la secrecion de IL-1 (Maeda et al. 2005). Este alelo por si solo no genera
la enfermedad, pero incrementa por tanto la susceptibilidad para que la respuesta frente a
algunas especies bacterianas de la microbiota intestinal conduzca a procesos inflamatorios

en este tejido.

1.2. Carcinoma colorrectal

1.2.1. Epidemiologia

En el mundo, el CCR ocupa el tercer puesto en incidencia y el cuarto en mortalidad entre
todos los tipos de cancer, si tenemos en cuenta ambos sexos. Estos datos aumentan si solo
se incluyen los datos de los paises desarrollados [Figura 2A]. En Europa estas cifras son mas
elevadas, ya que en varones es el tercer cancer en incidencia (tras pulmon y prostata) y el
segundo en mortalidad (tras pulmon) [Figura 2B] y en mujeres esta situado como segundo

cancer en incidencia (tras mama) y el tercero en mortalidad (tras mama y pulmon) [Figura
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2C]. Si juntamos ambos sexos, en Europa es el segundo carcinoma en incidencia (tras mama)

y en mortalidad (tras pulmén) (IARC 2012).

Both sexes Male Female
Numbers, all ages Numbers, all ages. Numbers, all ages

Less developed regions

g
$

Less developed regions

i
g
$

Europe

“4-“11“.““““““
_J_._.....-.-ﬂrll“‘*

Figura 2: A) Incidencia (azul) y mortalidad (rojo) de todos los tipos de cancer en varones en las regiones de Europa (izquierda)
y en paises en vias de desarrollo (derecha). B) Incidencia (azul) y mortalidad (rojo) de todos los tipos de cancer en mujeres
en las regiones de Europa (izquierda) y en paises en vias de desarrollo (derecha). C) Incidencia (azul) y mortalidad (rojo) de
todos los tipos de cancer combinando ambos sexos en las regiones de Europa (izquierda) y en todo el mundo (derecha).
Globocan 2012 (IARC 2012).

Dentro de Europa, Espafia se sitGa en una posicién intermedia, con unos 22.000 casos nuevos
cada afio, con un mayor nimero de casos en Asturias y Pais Vasco. En 2016, la mortalidad

se situd en 11.781 personas, un 2,2% mas que en 2015.

Tanto en Espafia como en el resto de paises occidentales se observa un progresivo aumento
de la incidencia, asi como una variacion con respecto a la edad, aumentando los diagnésticos
de forma significativa a partir de los 50 afios. En Espafia, la supervivencia media a los 5 afios
es de un 61,5%, situandose unos puntos por encima de la media europea que es de un 56,2%.
Esta supervivencia va a depender del estadio en el que se encuentre la enfermedad en el
momento del diagnéstico. En estadio | la supervivencia a los 5 afios es de un 95-100%, 70-
85% en estadio 11, 50-70% en estadio 111 y por altimo de un 5-15% en estadio IV (Berrino
et al. 2007; Ribes et al. 2009).

La localizacion de los tumores a lo largo del intestino grueso varia, siendo la zona del recto
la zona con mayor frecuencia (37% de los casos), la region sigmoide presenta un 31% de los

casos, seguida del colon ascendente (9%), ciego (8%), colon descendente (5%), colon
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transverso y dngulo hepatico (4%) y finalmente el angulo esplénico con un 2% de todos los
casos (Pifiol et al. 2004).

La mayoria de los casos de CCR se deben a factores ambientales, atribuyéndose menos del
10% de los casos a CCR hereditarios. Los dos tipos de CCR hereditarios mas frecuentes son
el sindrome de Lynch, que supone el 2-5% de todos los casos, y la poliposis adenomatosa
familiar (PAF) con menos del 1% del total. Aun asi, se estima que entre el 15-20% del total
de casos de CCR pueden deberse a alguna causa hereditaria que no ha sido aun identificada
(Kuipers et al. 2015).

1.2.2. Desarrollo del cancer colorrectal

El CCR es una enfermedad muy heterogénea, causada por factores que se van agregando,
como mutaciones genéticas o alteraciones epigenéticas, que acaban alterando genes que
intervienen en procesos regulatorios o que modifican la diferenciacion celular normal en el

colonaocito (FIéjou 2011).

Las etapas iniciales de un proceso tumoral en la mucosa del colon se desarrollan en las
criptas, presentes a millones en este tejido. Estas criptas son invaginaciones tubulares
formadas por unas pocas decenas de células estructuradas en varias capas organizadas en
profundidad (Humphries & Wright 2008).

Figura 3: Esquema de generacion de una célula madre tumoral (en azul) con crecimiento descontrolado por una mutacion
génica. Las posteriores divisiones de esta célula madre aberrante generan una cripta con todas sus células tumorales
(Humphries & Wright 2008).

En el fondo de cada cripta se encuentran las células madre de la mucosa del colon, que seran
las encargadas de llevar a cabo los procesos de multiplicacién celular continua necesarios
para mantener la estructura y funcion de este epitelio. Estas células madre reciben las sefiales

para su multiplicacion celular desde los miofibroblastos pericripticos que las rodean en la
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base de la cripta. La division de estas células madre puede dar lugar a mas células madre o
a células descendientes ya diferenciadas hacia células progenitoras de los diferentes tipos
celulares presentes en el colon. Estas células progenitoras se sitan en la zona intermedia de
las criptas de la mucosa, y su division y diferenciacion da lugar a las células diferenciadas
que se encuentran en la zona superior de cada cripta y en toda la superficie de la mucosa del
colon [Figura3].

initiation promotion progression invasion

°© o &w| == @Q

normal _, aberrant , micro-__, small & large __, adeno- __, metastasis

crypt crypt adenoma adenoma carcinoma
ACF MDF Polyp Cancer

10millions 200 0-3 0.05 Percolonin
adult human

APC or B-catenin K-ras DCC p53 mutation
mutation hypo-Met-DNA Mismatch Repair mutation

Figura 4: Esquema de la evoluciéon desde una cripta normal hasta un adenocarcinoma, pasando por las etapas intermedias

de foco de cripta aberrante (ACF), microadenoma y adenoma grande (polipo) (Bruce & Corpet 1996).

Si una de las células madre situadas en el fondo de una cripta sufre mutaciones que la
convierten en tumoral con crecimiento descontrolado, sus descendientes, también tumorales
y con crecimiento descontrolado, van a ir expandiéndose por toda la cripta, reemplazando a
las células madre normales y al resto de células progenitoras normales, y dando lugar
eventualmente a una cripta con forma aberrante (ACF), luego a un microadenoma en este
lugar de la mucosa, a un adenoma grande (pdlipo), y finalmente a un adenocarcinoma que
generara con el tiempo metastasis (Kinzler & Vogelstein 1996; Bruce & Corpet 1996)
[Figura 4].

Cada adenoma se puede clasificar segun su grado de displasia (bajo o alto) y por la presencia
de componente velloso (adenoma tubular, tubulo-velloso o velloso). Los adenomas con
displasia de alto grado y componente velloso tienen mas probabilidad de transformarse a
carcinoma. En estos tipos, el riesgo de desarrollar carcinoma pasa de un 25,4% a los 55 afios
a un 41,8% a los 80 afios (IJspeert et al. 2015).
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Los casos esporadicos de CCR, por la tanto, son el resultado de la acumulacion de
mutaciones en el colonocito (en las células madre de sus criptas). Existen tres vias
principales para que este proceso ocurra, la via de la inestabilidad cromosémica, la via de la

inestabilidad de los microsatélites, y la via serrada.

En la via de la inestabilidad cromosomica se produce una activacion gradual debida a
mutaciones en oncogenes Yy a la inactivacion de genes supresores tumorales. Los principales
protooncogenes que se activan aqui son kras o c-myc. Ademas, se inactivan genes supresores
tumorales, como apc, tp53 o la heterocigosidad del brazo largo del cromosoma 18. EI 70%
de los casos de CCR son debidos a esta via (Bhalla et al. 2013).

La inactivacion del gen apc produce la activacion permanente de la sefializacion Wnt/p-
catenina, acumulandose p-catenina en el citoplasma, que finaliza translocandose al nicleo,
donde actla de coactivador del factor de transcripcion TCF/LEF, el cual va a finalizar
activando genes involucrados en el crecimiento y proliferacion celular. Otro mecanismo
implica la mutacion en el gen kras, que esta mutado en el 30-50% de los casos de CCR. Kras
pertenece a la familia de los oncogenes ras, que actuan sobre el ciclo celular y la induccion
a apoptosis. Las mutaciones en kras interrumpen las vias de sefializacion normales y la célula
se descontrola. El gen supresor tp53 es otro de los genes que suelen estar mutados en CCR,
produciendo una desregularizacion del ciclo celular. Finalmente, las deleciones en el brazo
largo del cromosoma 18, donde se encuentran varios genes supresores tumorales, como
smad4, acaban generando caracteristicas de mayor invasividad en los procesos de CCR
(Ogino et al. 2007; Esteller et al. 2000) [Figura 5].

En la via de la inestabilidad de microsatélites se produce una hipermutacion génica debida
a fallos en el sistema de reparacion de desapareamientos de bases (mismatch repair system).
Este complejo proteico se encarga de detectar desajustes en el ADN, uniéndose a la hebra
incorrecta de ADN y reparando el error en las bases incorrectas afectadas. Cuando el sistema
funciona de forma incorrecta se acumulan asi mutaciones como inserciones o deleciones en
microsatélites, que van a acabar dando lugar a un proceso de CCR. Esta via es la responsable
del 10-15% de todos los casos de CCR esporadicos (Geiersbach & Samowitz 2011).El grado
de inestabilidad en los microsatélites se puede clasificar de bajo grado, de alto grado o
estables. En las mutaciones de alto grado se puede producir el silenciamiento del gen mlh1,

situado en el cromosoma 3. Este gen estd involucrado en corregir errores en el ADN
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producidos durante la replicacion. En las alteraciones de bajo grado o estables, los tumores
se acaban produciendo por la via de la inestabilidad cromosomica y tienen peor prondstico
que los que ocurren por inestabilidad de microsatélites de alto grado (Fang et al. 1999)
[Figura 5].

Por ultimo, en el caso de la via serrada, los p6lipos generados tienen una forma dentada e
irregular muy caracteristica. En este caso se producen mutaciones diferentes a las de la via
APC, ya que afectan principalmente al gen braf (codificador de una proteina quinasa), que
juega un papel importante en la regulacion de la ruta de sefializacion MAPK/ERK, la cual
afecta a la division, diferenciacion y secrecion celular. Esta via es la responsable de entre el
15 al 30% de los casos de CCR (Snover 2011; Jass 2007). Estas mutaciones en braf activan
la sefializacion de la ruta MAPK/ERK, cuya cascada activa efectores que van a inducir
proliferacion celular incontrolada, angiogénesis, invasividad y al final metastasis. En la via
serrada también se silencian genes implicados en la cascada de sefializacion por p16. Esta
cascada inhibe quinasas, impidiendo asi, que se produzca la fosforilacion y activacién de la
proteina supresora de tumores del retinoblastoma (pRB), que es la encargada de inhibir la
entrada en mitosis hasta que la célula no esté correctamente preparada (Mundade et al. 2014)
[Figura5].
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Figura 5: Esquema resumido de las 3 vias principales de oncogénesis en CCR.
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Debido a toda esta heterogeneidad de vias posibles y de modificaciones dentro de ellas, cada
tumor colorrectal tendra su propia combinacién de alteraciones genéticas, lo que afectard a

su diagndstico y tratamiento.
1.2.3. Cancer colorrectal hereditario

Las formas hereditarias de este cancer afectan a menos del 10% del total de pacientes y se
pueden clasificar en varios tipos de sindromes que pueden finalmente desembocar en un
cuadro de CCR.

El sindrome de Lynch es el tipo mas comun y esta implicado en el 2-4% de los casos de
CCR, Es una enfermedad hereditaria autosomica dominante. Tiene una alta penetrancia y el
CCR producido a partir de esta enfermedad es de aparicion temprana, en torno a los 45 afios,
mientras que en la poblacién general esta por encima de los 67 afios. Ademas, la poblacion
afectada tiene mayor riesgo de padecer cancer extraintestinal (Ma et al. 2018). En este
sindrome se producen mutaciones que afectan a uno de los alelos de los genes involucrados
en la reparacion de dafios en el ADN, principalmente mlhl y mlh2 (90% de los casos), msh6
(10% de los casos) y pms2 (en casos muy raros). La mutacion de estos genes de reparacion
va a producir fallos en la sintesis de ADN e inestabilidad de microsatélites. Los pacientes
con sindrome de Lynch tienen un 50% mas de riesgo de padecer CCR, aunque no se observa

en ellos un aumento del nimero de p6lipos adenomatosos (Lynch et al. 2009).

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) representa el segundo tipo de CCR hereditario
mas comun, con el 1% del total de casos. Es una enfermedad hereditaria autosémica
dominante debida a una mutacion del gen supresor tumoral apc, situado en el cromosoma
5g21. Su sintomatologia mas clara es la aparicion de cientos de pélipos en el intestino grueso
en edades tempranas, ya que antes de los 35 afios los pacientes desarrollan multitud de
polipos adenomatosos que comienzan como focos de criptas aberrantes y finalizan siempre

con la aparicion de CCR (Petersen et al. 1991a).

En esta enfermedad, s6lo el 1% de los polipos va a dar lugar a un tumor, por lo que hay
eventos posteriores a la mutacién del gen apc que favorecen el desarrollo del mismo. Se
trata aqui de otras mutaciones, como las que afectan a kras o tp53., Estos dos genes por si

solos no son capaces de iniciar el proceso oncoldgico, pero combinados con apc si.

47



INTRODUCCION

La principal accion de la proteina APC es modular la cascada de sefializacion Wnt, APC se
une a axinay a otros cofactores para degradar el exceso de B-cateninay evitar que se acumule
en el interior celular. Si el gen apc esta mutado, no se forma el complejo APC-axina y la -
catenina se acumula en el citoplasma, translocandose al nucleo, donde afecta a la
transcripcion de genes de proliferacion como tcf y a la activacion de la via de sefializacion
Whnt, necesaria para mantener la homeostasis de las criptas intestinales (Drost et al. 2015).

En la poliposis adenomatosa familiar atenuada (aPAF) s los pacientes tienen menos de
100 pdlipos y un riesgo mucho mas leve de padecer CCR. El 10% de los pacientes de aPAF

tienen mutado el gen apc, y el 7% el gen mutyh (Brosens et al. 2016).

En la poliposis asociada a MUTYH (PAM), se produce un sindrome recesivo causado por
mutaciones en el gen mutyh, que codifica una proteina implicada en la reparacion del ADN
mediante la via de escision de bases. En este sindrome aparecen hasta 100 adenomas en la
mucosa del colon, aumentando el riesgo de padecer CCR de un 43% a un 100% a los 48
afios de edad (Kantor et al. 2017).

En el sindrome de Peutz-Jeghers, se produce una hiperpigmentacion de melaninay polipos
hamartomatosos intestinales. Estos pdlipos son tumores no neoplasicos constituidos por
tejido conectivo, y estan cubiertos por la mucosa, pudiendo generar CRC. Los polipos
aparecen con un 96% de probabilidad en el intestino delgado, un 25% en el estbmago y en
un 30% en el colon. EIl riesgo a padecer un cancer gastrointestinal durante la vida del

paciente es de un 70%.

Este sindrome cursa, en el 90% de los pacientes con una mutacion en el gen stkii/lkbi, aunque
no se puede establecer un genotipo completo claro. La proteina LKBI regula varios procesos
del ciclo celular y la apoptosis mediada por la ruta p53, pero ademas, una deficiencia en este

gen puede causar dafios directamente en el ADN (Beggs et al. 2010).

El sindrome de la poliposis juvenil es dominante y esta causado por una mutacion, en el
50-60% de los pacientes, del gen smad4 o bmprla, que regula la proliferacion y
diferenciacion celular. Los pacientes tienen criptas dilatadas con inflamacion a nivel del
epitelio y al menos 3 polipos, de forma esférica, en el colon y estbmago, que pueden causar
sangrado y anemia. Ademas, el riesgo de CCR varia entre un 9 y un 50% en estos pacientes
(Brosens et al. 2011).
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El sindrome tumoral PTEN Hamartoma es un conjunto de sindromes con herencia
dominante, causados por la mutacion del gen pten. Este gen es un supresor tumoral
localizado en el cromosoma 10. La proteina que codifica posee actividad fosfatasa y regula
el crecimiento y reparacion el ADN. Su deficiencia conduce a una proliferacion
descontrolada y a una neoplasia intraepitelial. Estos pacientes tienen pdlipos a lo largo del
colon y riesgo a padecer tumores en otras localizaciones (mama, endometrio o tiroides)
(Jelsig et al. 2014).

Finalmente, el sindrome de la poliposis serrada es de causa genética desconocida. Aqui
el CCR se desarrolla por la via serrada. En este sindrome aparecen alguna de estas
caracteristicas: aparicion de al menos 5 pélipos serrados proximales cerca de la zona
sigmoide (siendo al menos 2 o méas polipos mayores de 10 mm), aparicion de pdlipos
serrados en la zona proximal (en el caso de un individuo con antecedentes familiares) o
aparicion de mas de 20 polipos serrados a lo largo de todo el colon. La edad media de
aparicion es de 55-65 afios y estos pacientes tienen un riesgo de méas del 50% de padecer
CCR (Crowder et al. 2012).

1.2.4. Factores que influyen en la aparicion de CCR

Mas del 90% de los casos de CCR son esporadicos, se deben a causas no hereditarias. Un
65-75% de todos los casos son evitables y estan relacionados con el estilo de vida, jugando
la dieta un papel fundamental. Hay diversos factores que aumentan el riesgo de padecer CCR
asociadas a un estilo de vida occidental, aunque también nos encontramos con factores

protectores en el desarrollo de esta enfermedad.

Respecto al consumo de carne roja y procesada, existen numerosos estudios que
evidencian una causalidad entre el mismo y el riesgo a padecer CCR. El consumo de carne
roja de forma elevada puede implicar un mayor riesgo a sufrir cancer en el recto, debido a
que ésta contiene diferentes componentes de riesgo, como la hemoglobina, u otros
producidos durante un cocinado intenso, como las aminas heterociclicas, los hidratos de
carbono policiclicos o los compuestos nitrosos. Todos ellos producen aductos en el ADN,

estrés oxidativo y compuestos genotoxicos y mutagénicos (Cascella et al. 2018).

En 2015, la IARC (International Agency for Research on Cancer) evalué la

carcinogenecidad de la carne roja y de los alimentos carnicos procesados (por curacion,
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ahumado, fermentacion, salado o con otros conservantes) revisando mas de 800 estudios
epidemioldgicos. Por ejemplo, en 12 de 18 estudios de cohortes, en Japdn, Europa y EEUU
se observaron asociaciones positivas entre el consumo de estos productos y el desarrollo de
CCR. Se observo un 17% de incremento del riesgo de CCR por cada 100 g de consumo

diario de carne roja y un 18% por cada 50 g al dia de carnes procesadas.

Tras este estudio, la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) clasifico a la carne procesada
dentro del grupo 1, como agente carcin6geno para humanos). Ademas publicoé que existe
una suficiente evidencia entre el CCR y el consumo de carne roja, que fue clasificada dentro
del grupo 22 (posible agente carcindgeno en humanos)(Bouvard et al. 2015; Chan et al.
2011).

Por el contrario, el consumo elevado de fibra se ha relacionado con un efecto protector sobre
el CCR. Diversos estudios asocian un consumo elevado de frutas (fuente de fibra soluble)
con una reduccién del riesgo de padecer CCR. Sin embargo, en varios estudios con cereales
y alimentos ricos en fibras insolubles no se observan diferencias (Koushik et al. 2007; Terry
et al. 2001).

Algunos autores sugieren que algunos componentes de la pared celular vegetal, como la
lignina o la suberina, pueden adsorber aminas heterociclicas en el tubo digestivo,
protegiéndolo frente al CCR (Harris et al. 1996). EI consumo de fibra en los paises
occidentales generalmente es bajo, por debajo de los 21 g diarios recomendados(Peters et al.
2003).

En algunos estudios se observa una reduccion del numero de casos de CCR asociada al
consumo de acido félico. Un estudio epidemioldgico, por ejemplo, describe una reduccion
de 68 a 15 casos de CCR por cada 10.000 mujeres de 55 a 69 afios en una poblacion de
enfermeras cuando se comenzo a tomar &cido folico de forma prolongada en el tiempo y en

concentraciones moderadas (Jacobs et al. 2003; Giovannucci et al. 1998).

El calcio y la vitamina D son micronutrientes que ayudan a reducir el riesgo de CCR,
evitando la proliferacion celular descontrolada y promoviendo la diferenciacion celular.
Existen estudios que muestran que, por lo general, las regiones de zonas geograficas mas
septentrionales tienen mayor riesgo de CCR que las zonas mas meridionales, debido
principalmente a los cambios en los niveles de vitamina D (por déficit de radiacion solar).
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La vitamina D inhibe la via Wnt-B-catenina, que es una de las principales rutas de generacién
de CCR esporadico (Pritchard et al. 1996; Ryan-Harshman & Aldoori 2007). También se
observa un efecto beneficioso en el caso del calcio (Boutron et al. 1996; De Stefani et al.
1997). Estudios recientes sugieren que la vitamina D y el calcio pueden actuar de manera
conjunta, ya que la suplementacion con calcio no reduce la aparicion de adenomas cuando
los niveles de vitamina D estan por debajo de 29,1 ng/ml. Ademas, la suplementacion con
vitamina D se asocia a un menor riesgo de CCR cuando los pacientes reciben suplementos
de calcio (Grau et al. 2003).

En el caso del etanol, por si mismo no tiene un efecto carcinogénico directo en el intestino,
sino un subproducto de su metabolismo, el acetaldehido, que es un potente compuesto
mutagénico. Una ingesta de 30 g/dia de alcohol se asocia a un incremento del 16% del riesgo
de CCR y una dosis de 45 g/dia eleva el riesgo a un 41% (Giovannucci et al. 1993). Ademas,
a largo plazo, el alcohol puede limitar la absorcion de vitamina D y aumentar los dafios por

estrés oxidativo en la mucosa intestinal (Pritchard et al. 1996).

Por otro lado, el tabaco esta establecido como cancerigeno y los estudios epidemiolégicos
asi lo demuestran, aumentando un 38% el riesgo de CCR en fumadores habituales y un 18%
en fumadores ocasionales, en comparacion con personas no fumadoras. También se observa
un efecto dosis, ya que los fumadores de menos de 30 cajetillas/afio incrementan un 19% su
riesgo, frente al 258% que se incrementa a los que fuman mas de 30 cajetillas/afio. El tabaco
se asocia con tumores que poseen mutaciones en TP53 y BRAF, con alta inestabilidad de
microsatélites, por lo que no activa la via clasica pélipo-carcinoma, sino que se observa una

activacion de la via serrada (Tsoi et al. 2009; Fagunwa et al. 2017).

En la mayoria de estudios hay una correlacion negativa entre el riesgo de CCR y un buen
estilo de vida. Algunos estudios muestran hasta una reduccion del 40% del riesgo en
personas con una actividad fisica regular, que va a depender de la intensidad, la duracion y
el tipo de actividad (Vainio et al. 2002). También se observa una asociacion entre el
contenido en grasa corporal y un aumento del riesgo, mayor en personas con un indice de
masa corporal superior a 30, sobre todo en varones, donde la grasa se acumula

principalmente en la region abdominal (Sodagari et al. 2015a).

Finalmente, respecto a la quimioprevencion, se observa una reduccion del riesgo de CCR

asociado al consumo de ciertos antiinflamatorios, como el acido acetilsalicilico, cuando se
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administra de forma prolongada (més de 10 afios) y a dosis mayores de 300 mg/dia. El efecto
de la aspirina se basa principalmente en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas
derivadas de acido araquiddnico, implicadas en invasion, angiogénesis y crecimiento celular
(Sehdev & O’Neil 2015).

Otro ejemplo de farmaco con cierta actividad preventiva es la metformina, usada en el
tratamiento de la diabetes de tipo Il. Este farmaco reducia un 15% el riesgo de padecer CCR
y causaba un descenso en el nimero de focos de criptas aberrantes. Su actividad
anticancerigena puede deberse a una reduccion de la hiperglucemia, que puede limitar el
efecto Warburg en las células tumorales, asi como a la inhibicién de la proliferacion celular
por la reduccién de factores de crecimiento como insulina o leptina (Sehdev et al. 2015;
Pierotti et al. 2013).

1.2.5. Microbiota y CCR

La microbiota intestinal es un complejo ecosistema formado por méas de 1.000 especies
diferentes. En humanos, a nivel de filo predominan los Firmicutes y Bacteroidetes, seguidos
de Proteobacteria y Actinobacteria, con otros minoritarios como Verrumicrobia y
Fusobacteria. La composicion general puede sufrir variaciones dependiendo del estado
general del individuo y de su alimentacion. Por ejemplo, en dietas con predominancia de
productos carnicos, aumenta la proporcion de los géneros Bacteroides (filo Bacteroidetes) y
Ruminococcus (filo Firmicutes), mientras que en dietas ricas en vegetales aumentan géneros

como Prevotella (filo Bacteroidetes) (Damman et al. 2012; Qin et al. 2010).

Esta microbiota intestinal aporta importantes funciones fisiologicas (O’Hara & Shanahan
2006) :

a) Degradacion de productos no digeribles por el tracto gastrointestinal (como fibras
prebidticas) y su transformacion en compuestos con valor nutricional (como éacidos
grasos de cadena corta).

b) Detoxificacion de productos derivados del metabolismo.

c) Sefalizacion para la renovacion celular.

d) Prevencion de la colonizacion por patégenos.

e) Secrecion de productos beneficiosos como acidos grasos de cadena corta, lactato,

bacteriocinas, etc.
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f) Fortalecimiento del sistema inmune.
g) Regulacion del estado fisioldgico de érganos lejanos, como el musculo cardiaco o

las funciones cerebrales.

En situaciones de CCR, el balance Firmicutes/Bacteroidetes puede jugar un papel critico en
la progresion de la enfermedad. Se observa una clara asociacion entre la abundancia de
determinadas poblaciones como las de Fusobacterium, Escherichia coli, bacterias
productoras de sulfuro de hidrégeno (familia Desulfovibrionaceae) y degradadoras de acidos
biliares, y el incremento en el riesgo de CCR. También se observa un descenso de la
abundancia de Clostridium, Roseburia, Eubacterium y otras bacterias productoras de
butirato en pacientes con adenomas, respecto a controles sanos (Marchesi et al. 2011; Zeller
et al. 2014).

Ademaés de estas diferencias en la composicién microbiana entre pacientes e individuos
sanos, el metabolismo intestinal también difiere, observandose un aumento de enzimas
degradadoras de fibra, por lo que la microbiota de individuos sanos permite una mayor
utilizacion de la fibra. En cambio, en el colon de los pacientes con CCR se observa un mayor
porcentaje de energia derivada directamente desde componentes celulares (Zeller et al.
2014).

Una revision pormenorizada de la composicion microbiana en casos de CCR muestra un
aumento de las poblaciones bacterianas de Fusobacterium, Alistipes, Porphyromonadaceae,
Coriobacteridae, Staphylococcaceae y Methanobacteriales, asi como una disminucion de
las poblaciones de Bifidobacterium, Lactobacillus, Ruminococcus, Faecalibacterium y
Roseburia. Asi mismo, en situaciones de CCR parece existir una clara correlacién entre el
incremento del metabolismo de aminoacidos y una disminucion de metabolitos protectores,

como el butirato (Borges-Canha et al. 2015).

La inflamacidn contribuye tanto a la iniciacion como a la progresion tumoral, por lo que en
diversos modelos animales se ha observado la implicacion de bacterias proinflamatorias en
el desarrollo del CCR. En los adenomas, por ejemplo, se producen alteraciones de la barrera
intestinal, permitiendo que compuestos de origen bacteriano promuevan el crecimiento
tumoral mediado por IL-23/IL-17, o activando respuestas inmunes de tipo T-helper 17T,

promotoras de procesos de tumorogénesis (Wu et al. 2009).
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Un ejemplo de esta activacion de rutas proinflamatorias mediada por algunos tipos
bacterianos se observa cuando se inoculan cepas comensales como E. coli NC101 en ratones
IL107 tratados con azoximetano (AOM), un agente inductor de CCR. Se produce entonces
el desarrollo de carcinomas invasivos debido a la liberacion de genotoxinas. Sin embargo,
al utilizar cepas mutadas en los genes de estas genotoxinas, se reduce la carcinogénesis en
este modelo animal. Otro ejemplo son las infecciones crénicas por Salmonella, que producen
inflamacion persistente, aumentando el riesgo de CCR. La acetiltransferasa AvrA secretada
por Salmonella altera la ubiquitinacion y la acetilacion de proteinas del colonaocito,
desubiquitinando y estabilizando la B-catenina, impidiendo por tanto su degradacion y
aumentando la tumorogénesis y la progresion tumoral (Petersen et al. 1991b; Lu et al. 2014).

Estas y otras evidencias demuestran la relacion entre microbiota y CCR, pero es muy dificil
observar una causa directa a nivel de especies en la mayoria de los casos. La microbiota se
debe entender como un conjunto de microorganismos que se encuentran de forma
balanceada, en el que determinados cambios en su proporcion o la aparicion de ciertos
grupos bacterianos pueden producir unos efectos promotores de estados de enfermedad. El
consumo de una correcta alimentacion, rica en fibras y baja en grasas saturadas, el uso de
probidticos, prebidticos o los trasplantes de microbiota fecal pueden ser técnicas que nos
permitan modificar nuestra microbiota intestinal y balancearla hacia una composicion
poblacional que sea mas beneficiosa para la salud del individuo, también en el caso del CCR
(O’Keefe et al. 2015).

1.2.6. Cribado del CCR

El CCR es una enfermedad silenciosa en la que los sintomas son difusos y suelen aparecer
en estadios tardios de la enfermedad, lo que dificulta su tratamiento posterior. Las
recomendaciones de cribado poblacional van a depender del riesgo personal, historia
familiar de cancer, enfermedades inflamatorias y otros factores. La Sociedad Americana de
Canceres Digestivos recomienda un cribado a la poblacion general a partir de los 50 afios y
hasta los 75 afios (Smith et al. 2013). Los métodos mas usados son el test de sangre oculta
en heces, el enema con doble contraste de bario, la tomografia de colon, la sigmoidoscopia
flexible y la colonoscopia.
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El test de sangre oculta en heces es muy barato y el menos invasivo. Consiste en detectar
la presencia del grupo hemo de la hemoglobina en heces, lo que nos indicaria presencia de
sangrado. Se pueden dar falsos positivos por interferencia de alimentos u otras patologias
(como ulcera duodenal). Su sensibilidad es mayor del 95% para detectar CCR, y del 90%
para detectar pélipos adenomatosos de alto riesgo. Sin embargo, su especificidad no supera
el 50%. Es un test ideal para un cribado general y muy facil de usar (Carroll et al. 2014).

El enema de doble contraste de bario consiste en realizar una radiografia en la que se
administra bario y aire en el colon para observar con mayor contraste anormalidades del
colon. Sin embargo, aproximadamente un 22% de los casos pueden ser falsos negativos,
dependiendo de la capacidad del médico para interpretar los resultados. Es un test invasivo

y se necesita cierta preparacion previa (Toma et al. 2008).

La tomografia colonica se realiza con un equipo especial de rayos X, mientras que con un
pequefio colonoscopio se inyecta aire para tomar imagenes con buena resolucion. Tiene una
sensibilidad del 94% para p6lipos de menos de 10 mm y del 89% para p6lipos menores de 6
mm. Se requiere cierta preparacion, pero tiene ventajas frente a la colonoscopia ya que no
se necesita sedacion, teniendo ademéas un menor riesgo de sangrado y de perforacion
intestinal (Patel & Chang 2016).

La sigmoidoscopia flexible consiste en una endoscopia limitada a la observacion del recto
y la parte mas distal del colon. Su principal limitacion es detectar lesiones en la zona central

y proximal del colon.

Por ultimo, la colonoscopia permite una visualizacién directa de todo el colon y es la mejor
prueba para detectar un posible CCR. No se utiliza como primer cribado debido a que es un
método muy invasivo, costoso y lento, que requiere sedacion del paciente y que entrafia
ciertos riesgos (menos del 0,1% de riesgo de perforacion). Es el método de confirmacion de
CCR definitivo (Stracci et al. 2014).

1.2.7. Tratamiento del CCR

El tratamiento del CCR va a depender en gran medida del estadio en que se encuentre el
paciente. En estadios O (intraepitelial o invasion de lamina propia), | (submucosa T1 o
muscularis propia T2) y Il (no afectacion de tejidos pericol6nicos y perirrectales T3 o
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afectacion a tejidos u 6rganos adyacentes T4) la supervivencia relativa a los 5 afios es del
90%. En estadio 111 (afectacion de nodulos linfaticos regionales), la supervivencia baja al
70% y en estadio 1V (metastasis distantes), la supervivencia cae hasta un 20% (Uranga et al.
2017)

Los primeros estadios (I y Il) tienen un buen prondstico y la cirugia local es el mejor
tratamiento, aunque a veces, en un 20-50% de los casos, se producen recidivas. El
tratamiento quirurgico mas radical es la escision total del mesorrecto, que en pacientes con

estados avanzados se combina con radioquimioterapia adyuvante.

Un 25% de los pacientes diagnosticados con CCR han desarrollado ya metastasis y un 50%
de los pacientes la desarrollara en el transcurso de la enfermedad ya diagnosticada. En estos
casos mas avanzados, los tratamientos mas utilizados son los quimioterapicos (Xiong &
Ajani 2004).

Actualmente hay 10 farmacos aprobados para tratar CCR. La mayoria de ellos son farmacos
convencionales, como el 5-fluorouracilo (5-FU), la capecitabina, el oxaliplatino y el
irinotecan. Pero también existen farmacos antiangiogénicos, como los anti-VEGF o anti-
VEGFR (bevazicumab, ziv-aflibercept, ramucirumab y regorafenib), y anticuerpos anti-

EGFR (cetuximab y panitumumab).

El 5-FU es un analogo de pirimidina que actta blogueando la sintesis de ADN y ARN
mediante el bloqueo de la timidilato sintasa. En su administracién por via sanguinea se
combina con leucovorina, un analogo del acido folico que potencia los efectos del 5-FU. Un
derivado muy usado del 5-FU es la capecitabina, ya que se administra de forma oral y luego

en el tracto gastrointestinal se transforma enzimaticamente a 5-FU.

Las combinaciones de farmacos son muy frecuentes en los tratamientos de CCR, ya que se
reducen asi las dosis de los farmacos individuales y aumenta la supervivencia de los
pacientes. Combinaciones usadas frecuentemente son el 5-FU con oxaliplatino (un agente
alquilante), o con irinotecan (un inhibidor de la topoisomerasa 1). Incluso existen
combinaciones de los tres agentes (FOLFOXIRI), aumentando la supervivencia, aunque se
producen efectos secundarios como neurotoxicidad o neutropenia (Jureti¢ 2017; Gustavsson
et al. 2015; Mahipal & Grothey 2016). En la actualidad también se combinan estos

tratamientos clasicos con anticuerpos monoclonales frente a VEGF o0 EGFR.
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El uso de anticuerpos conjugados con farmacos y que sean especificos del tejido dafiado o
bien inhibidores de rutas de sefializacion que estdn modificadas en las células tumorales (via
MAPK, RAF, ERF, mTOR, Wnt/p-catenina, inhibidores tirosin quinasa, inhibidores de la
histona deacetilasa) permitira en el futuro disminuir los efectos secundarios y aplicar

medicina personalizada (Seeber & Gastl 2016).
1.2.8. Modelos animales de CCR

En los dltimos afios se han utilizado diferentes modelos animales de CCR para entender
mejor la enfermedad, su prevencion y tratamiento. Los diferentes tipos de modelos animales
se han basado en una induccion del cancer de diferentes formas, bien de forma espontanea,
inducido quimicamente, en modelos genéticos, en animales inmunodeficientes o via
trasplantes singénicos (Taketo & Edelmann 2009). Cada modelo tiene ciertas ventajas e
inconvenientes, y en este apartado nos vamos a centrar en modelos inducidos quimicamente

mediante el compuesto azoximetano (AOM) y en los modelos genéticos apc.
1.2.8.1. Modelos inducidos quimicamente

Los primeros estudios de estos modelos animales surgen a partir de la hidracina. Se observo
que al administrar a ratas harina de cicadaceas, una planta que posee fosiles de hace 280
millones de afios [Figura 6A], se observaba que algunos animales desarrollaban
adenocarcinoma de colon. El carcinogénico que producia el dafio tisular era la cicasina
[Figura 6B], un metilazoximetanol (MAM). Posteriormente, se descubrié su precursor, la
1,2-dimetilhidracina (DMH). La DMH es un compuesto que genera una forma reproducible
de CCR en animales, aunque actualmente se usa mayoritariamente el AOM para generar un
modelo espontaneo de CCR. EI AOM es el principal metabolito activo de la DMH y posé
una serie de ventajas frente a esta, como que es mucho mas potente y es mas estable en

solucion para su administracion (Rosenberg et al. 2009).

La isoforma CYP2E1 del citocromo P450produce una hidroxilacion del AOM, dando lugar
a MAM, gue se rompe enzimaticamente en formaldehido y en metildiazonio, un compuesto
alquilante que afade grupos metilo en la posicion 6 y 7 de las guaninas del ADN. Estas

mutaciones en el ADN son las que van a permitir el desarrollo del CCR (Tong et al. 2011).
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Figura 6: (A) Planta perteneciente a las cicadaceas. (B) Molécula de cicasina.

El AOM causa mutaciones, debido a la formacion de aductos O6-metildeoxiguanina, en el
coddn 12 del gen kras pasando de G:C hacia A: T, por lo que el aminoacido glicina se
sustituye por un aspartamo en la proteina codificada. Este cambio activa la proteina KRAS,
causando una desregularizacion del crecimiento celular, proliferacion y aumento del
metabolismo de la glucosa. También se producen mutaciones en los codones 33y 41 del gen
de la B-catenina, que codifican lugares diana para la fosforilacion por GSK-3p, una enzima
clave en la degradacion citosolica de B-catenina. En esta situacion, por tanto, no se degrada
y su acumulacion produce cambios transcripcionales en oncogenes a nivel de nucleo y la
siguiente proliferacion celular. EI AOM también reduce la actividad de TGFp, inhibiendo
sus formas activas, que normalmente son inductoras de apoptosis y bloquean la proliferacion

y el crecimiento celular (Chen & Huang 2009).

Una de las principales desventajas de este modelo animal inducido de CCR es que no actla
sobre el gen apc ni sobre la ruta dependiente de P53, que en humanos representan un alto

porcentaje de las alteraciones a nivel genético.

El AOM se puede administrar por diferentes vias, aunque la administracion oral es muy poco
efectiva. La administracion intraperitoneal es la que muestra mayor eficiencia. La forma de
administracion, el nimero de dosis y su espaciado, la concentracion y el sexo de los animales
son factores que van a influir en el resultado final, tanto en el nimero y tamafio de los

tumores como en su grado de diferenciacion (Kobaek-Larsen et al. 2000).

El uso de AOM se puede potenciar mediante la adicién de DSS, que produce una inflamacion

continuada capaz de promover el proceso neoplasico. Cuando se combinan AOM y DSS se
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mejoran mucho los procesos de induccion de CCR en animales. Por ejemplo, con una dosis
intraperitoneal de AOM (20 mg/kg), seguida de una semana de tratamiento con DSS al 1%
en agua, se consigue un buen modelo para el estudio de carcinogénesis en tan solo 17
semanas(Tanaka et al. 2009; Fazio et al. 2011).

Una de las principales limitaciones de este modelo de CCR esporadico es que el compuesto
carcinogénico AOM/DMH necesita activarse enzimaticamente, y hay que tener mucho
cuidado con que los compuestos que vayamos a probar en este modelo no interfieran con los
mecanismos enzimaticos implicados en esta activacion, como en el caso de inhibidores de
CYP2E1. Ademas, este modelo de CCR metastatiza muy poco, llegando como mucho a
afectar los ganglios regionales o el peritoneo. Sin embargo, en el CCR en humanos es muy
frecuente que se produzca metéastasis en higado y pulmoén. A pesar de estas limitaciones, este
modelo inducido de CCR es muy util para el estudio de terapias emergentes (PerSe & Cerar
2011).

1.2.8.2. Modelos animales de CCR genéticos

Los principales modelos genéticos son los producidos en el gen apc e imitan las neoplasias

producidas en humanos que se producen en la poliposis adenomatosa familiar.

A Dimerization domain Pirc KAD
‘ Armadillo repeats (1139) MCR  SAMP repeats (2523)
1 1 T N . | {
I | 1 NS | N N ) [
1 | 1 l 1] | |
15-aa 20-aa repeats Basic EB1- & hDLG-
repeats domain binding
domains
B =
I 1 11 I
bp 157 312 412 1250 1464 1595 2843
| Attenuated FAP Classical FAP B Severe FAP = Desmoid tumors

Figura 7: Representacién esquematica del gen apc. (A) Estructura del gen apc Con las posiciones del dominio de
dimerizacion, el dominio de unién ASEF (repeticiones Armadillo), dominio de unién a B-catenina (15 repeticiones aa), dominio
de degradacion de B-catenina (20 repeticiones aa), un dominio de unioén a axina (repeticiones SAMP), dominio de unién a
microtlbulos (dominio basico), y el dominio C- terminal (dominios de unién EB-1 y hDLG). (B) Correlacién entre mutaciones

y severidad de PAF indicando en que pares de bases ocurren (Irving et al. 2014a).

Dependiendo del lugar de mutacion del gen apc se va a producir la enfermedad con mayor

0 menor intensidad. Asi, mutaciones entre los codones 1250 y 1464 producen una poliposis
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severa, mientras que mutaciones en la zona proximal del coddn 157 o en la distal del 1595
producen una poliposis mas leve. EIl gen apc codifica una proteina multifuncional que esta
compuesta por diferentes secciones: un sitio de dimerizacion (sus mutaciones causan PAF
atenuada), un dominio de union a ASEF, un dominio de union a -catenina (sus mutaciones
causan PAF clésica), un dominio de degradacion de B-catenina (sus mutaciones causan PAF
severa), un dominio de union a axina, un dominio basico (de unién a microtubulos) y un
dominio C-terminal de unién a EB1 y hDLG (sus mutaciones causan PAF atenuada) (Irving
et al. 2014b).

Los dos modelos animales derivados de la mutacién en apc son la poliposis heterocigética
en colon de rata (Pirc rat) y la cepa homocigotica Kyoto Apc Delta (KAD rat).

La rata Apc”"* (Pirc rat) fue desarrollada mediante mutagénesis germinal con el compuesto
N-etil-N-nitrosourea (ENU) en la rata consanguinea F344/NTac. De 1360 ratas inducidas a
mutacion, s6lo un macho tenia una mutacion en el codon 1137 del gen apc. Esta mutacion
causa un truncamiento de un aminodcido en el segundo dominio de union a p-catenina y es
letal en forma recesiva, por lo que esta cepa de rata se mantiene de forma heterocigota

coisogénica y estad comercializada por Taconic (Amos-Landgraf et al. 2007).

La rata KAD (F344-Apc™k¥°) de la Universidad de Kyoto se establecidé por mutagénesis
dirigida mediante ENU en la rata consanguinea F344/NSIc. Estas ratas son homocigotas para
una mutacion en el coddén 2523 del gen apc, sustituyendo G:C por T: A, lo que conduce a la
finalizacion temprana de la proteina. Esta mutacion mantiene los dominios de union a B-
catenina, pero carece de los enlaces extra EB-1 y hDLG de anclaje estable B-catenina
(Mashimo et al. 2008).

Los tumores en las ratas Pirc ocurren antes en los machos que en las hembras, afectando a
la multiplicidad y morbilidad. A los 7 meses, en machos aparecen unos 20 tumores de media,
mientras que en hembras aparecen una media de 9 tumores. Ademas, los machos se vuelven
moribundos a partir de los 11 meses de edad debido a problemas como sangrado o bloqueos
intestinales. Si se afiade DSS se observa una potenciacion de los resultados, multiplicando
por 6 el nUmero de tumores en hembras y mas del doble en machos (45 y 56 tumores) tras
140 dias de tratamiento. Este modelo muestra una composicion tumoral parecida a los

humanos, con un 71% de adenomas crecientes, 25% estaticos y un 4% que muestran
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regresion, lo que permite un seguimiento tumoral méas exacto de lo que sucede en humanos
(Irving et al. 2011; Irving et al. 2014a).

El modelo tumoral de rata KAD, por el contrario, puede sobrevivir mas de 1,5 afios sin
desarrollar tumores. La forma truncada del gen apc esta expresada en niveles similares a los
que poseen las ratas normales sin la mutacion, por lo que la sefializacion Wnt esta intacta.
La formacion de tumores va a depender aqui de procesos inflamatorios, y asi, cuando se les
administra AOM (20 mg/kg) y una semana de tratamiento con DSS al 2% se desarrollan méas
tumores y méas grandes en machos (9,5 de media) que en hembras (5,8) tras 15 semanas. Los
machos tratados se vuelven moribundos tras 28 semanas y los tumores ocurren al igual que
en humanos con mayor frecuencia en el recto y colon distal. Un tercio de los tumores son
adenocarcinomas tubulares diferenciados que invaden otras capas del tejido del colon y se

asemejan a etapas operables en humanos (Yoshimi et al. 2013; Yoshimi et al. 2009).

Estos modelos se han desarrollado en rata y no en raton debido a que la estructura gendémica
de la rata se asemeja mas a la humana, con cromosomas metacéntricos, mientras que los
cromosomas del raton son telocéntricos. Ademas, el mayor tamafio del colon en rata facilita
la deteccion y monitorizacién de los tumores (Amos-Landgraf et al. 2007). Estos dos
modelos son muy Utiles para estudiar métodos de deteccidn temprana y tratamientos frente
al CCR.

1.3. Nutracéuticos y alimentos funcionales

El término nutracéutico fue acufiado en 1989 por Stephen De Felice a partir de la palabra
nutricion y farmacéutica. Se define como nutracéutico a un alimento o parte de dicho
alimento que produce beneficios para la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades (Kalra 2003).

Por el contrario, un alimento funcional puede definirse como un alimento que es consumido
como parte normal de una dieta y para el cual se han demostrado beneficios fisiolégicos que
pueden reducir el riesgo de enfermedades cronicas, mas alla de la nutricion basica que aporta
dicho alimento. La principal diferencia entre nutracéutico y alimento funcional radica que el
primero puede ser solo la parte funcional del alimento, como un extracto de la molécula o
compuesto bioactivo presente en el mismo, mientras que el segundo se refiere a todo el

alimento (Cencic & Chingwaru 2010).
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De todas las familias de nutracéuticos, que incluyen méas de 21.000 compuestos, muchos de
ellos fitoquimicos, nos vamos a centrar en las de interés en esta tesis y en su relacion con las
enfermedades intestinales que se han comentado previamente: los acidos grasos (mono- y
poliinsaturados), los flavonoides (en concreto las antocianidinas), los compuestos
organosulfurados, los prebidticos (en concreto la inulina y otros menos frecuentes en la

naturaleza) y los probiéticos.

1.3.1. Prebioéticos

El término prebidtico fue acuiiado en 1995 por Gibson y Roberfroid, como “un alimento no
digerible que afecta beneficiosamente al huésped, estimulando selectivamente el crecimiento
y la actividad de un numero limitado de bacterias beneficiosas que residen en el
colon”(Gibson & Roberfroid 1995). En 2004, Gibson modificé el concepto y lo redefinid
como “ingredientes que al ser fermentados selectivamente dan lugar a cambios especificos
en la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal, confiriendo beneficios tanto para
la salud como para el bienestar del individuo”. Esta definicion de prebidtico tiene que

cumplir 3 requisitos:

e Ser resistente al hidrdlisis acida de las enzimas digestivas de los mamiferos.
o Ser fermentado por la microbiota intestinal.
e Estimular el crecimiento selectivo y la actividad de las bacterias intestinales

relacionadas con la salud.

Finalmente, el concepto fue actualizado por organismos internacionales como Naciones
Unidas (FAO) y la asociacidn cientifica internacional de prebioticos y probidticos (ISSAP)
como “ingredientes alimentarios que al ser fermentados selectivamente producen cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota gastrointestinal confiriendo
beneficios a la salud del individuo”(Corzo et al. 2015; Gibson et al. 2010).

Los prebioticos incluyen, por tanto, oligosacaridos no digeribles que poseen diferentes
propiedades quimicas, longitudes de cadena, composicion, tipo de union y ramificaciones.
Muchos de estos prebidticos se acumulan en los vegetales como fuente de reserva energética
como, por ejemplo, en achicoria, ajo, cebolla, agave, alcachofa, etc.
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La resistencia a la digestion es debida principalmente al tipo de monémero presente, al tipo
de union entre esos monosacaridos (que no se ve afectada por las amilasas o maltasas del
sistema digestivo de mamiferos) y a la conformacion anomeérica del anillo del monosacarido
(D o L). Estas caracteristicas permiten que el prebiotico llegue intacto al colon, donde es
selectivamente fermentado por diferentes microorganismos y sus interacciones a nivel de
microbiota intestinal, produciendo como resultado acidos grasos de cadena corta (SCFAS),

como el butirato o el propionato (Fernandez et al. 2015).

Las principales moléculas aceptadas dentro de la definicion de prebidtico son los
fructooligosacéridos (FOS), que incluyen la inulina y la oligofructosa; los
galactooligosacéridos (GOS), la lactulosa y los oligosacaridos derivados de la leche materna
(HMO). Como candidatos a esta definicion figuran actualmente los oligosacaridos derivados

de arabinosa, xilosa, glucosa, isomaltosa, y otros que estan en fase de estudio.
1.3.1.1. Estructura quimica de los prebiodticos

Tanto los FOS como la inulina estan presentes en varios vegetales, como la achicoria, la
cebolla, el ajo, el puerro o el agave. Estos prebidticos estan constituidos por cadenas de
fructosas, unidas en ocasiones a una glucosa terminal. Los enlaces glicosidicos son p-(2-1),
y generalmente se trata de cadenas formadas por desde 2 a 65 unidades. Dependiendo de su
longitud varia su nombre, siendo los FOS aquellos con entre 2 y 10 unidades, e inulina
aquellas moléculas con méas de 10. Esto implica que los FOS pueden derivar de la inulina

por hidrolisis debida a endoglicosidasas (van de Wiele et al. 2007).

El enlace B (2-1) entre estas fructosas no es digerible por las enzimas humanas, llegando
estas moléculas intactas al colon, donde ejercen un efecto positivo en el crecimiento de
Bifidobacterium y Lactobacillus y una reduccion de las poblaciones de Bacteroides y
Clostridium (Macfarlane et al. 2007).

Los galactooligosacaridos se encuentran de forma natural en la leche materna, pero pueden
generarse industrialmente mediante transglicosilacion, usando p-galactosidasas a partir de
lactosa. Esta sintesis genera mezclas de oligosacaridos con diferentes grados de
polimerizacion, normalmente de 2 a 10 unidades de galactosa unidas a una glucosa inicial.
Estos enlaces glicosidicos pueden ser de tipo p-(1,1), B-(1,2), B-(1,3), B-(1,4) o B-(1,5). Estas

moléculas poseen un potente efecto bifidogénico (Macfarlane et al. 2007).

63



INTRODUCCION

Los oligosacéridos de leche materna son principalmente GOS (5 g/L) y HMO (10 g/L).
Los HMO son carbohidratos complejos constituidos por una lactosa inicial, a la que se unen
diferentes monosacaridos por medio de la accién de glicosiltransferasas. Se forman asi méas
de 200 tipos de combinaciones conocidas a partir de glucosa, galactosa, fucosa, N-

acetilglucosamina y acido N-acetilneuraminico (&cido sialico).

La presencia de fucosa y acido sialico en posiciones finales de la cadena hace que estos
polisacaridos sean indigeribles y promueve asi el crecimiento de Bifidobacterium en el
colon. Estos prebiodticos son muy importantes en las primeras fases de la vida del bebé para
mantener un crecimiento y una poblacion estable de estas bacterias beneficiosas en el colon.
Ademas, la fucosay el acido sialico sirven de defensa frente a patdgenos, ya que su estructura
es muy parecida a los glicanos del epitelio intestinal donde se adhieren los patdgenos (Bode
2006; Barile & Rastall 2013).
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Figura 8: Estructuras quimicas de las principales familias de polisacéaridos prebiéticos (Fernandez et al. 2015)
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La lactulosa es un disacarido sintético compuesto por galactosa y fructosa unidas por un
enlace glicosidico B-(1,4), y que se genera industrialmente por isomerizacion de lactosa o
mediante B-galactosidasas a partir de lactosa y fructosa. La lactulosa no puede ser digerida
en el tracto gastrointestinal, por lo que queda disponible para ser utilizado en el colon por la
microbiota intestinal, mostrando un gran efecto bifidogénico y disminuyendo las
poblaciones de enterobacterias y estreptococos. Ademas se usa farmacoldgicamente en casos
de estrefiimiento, para mantener los niveles de glucosa e insulina y para prevenir o tratar la
encefalopatia hepatica, reduciendo la absorcion de amonio desde el intestino (Panesar &
Kumari 2011; Schumann 2002).

A partir de lactulosa, por transgalactosilacién, se pueden sintetizar galactooligosacéridos de
lactulosa (GOS-Lu), formados por diferentes combinaciones de penta-, tetra-, tri- y
disacaridos, principalmente trisacaridos 6 -galactosil-lactulosa y 1-galactosil-lactuosa, y los
disacaridos galactosil-galactosa y galactosil-fructosa. EI GOS-Lu es por tanto una mezcla
polisacaridica compleja (32% DP2, 43% DP3 y 25% >DP4) (Hernandez-Hernandez et al.
2011). Diversos estudios han mostrado que el GOS-Lu no es digerido en el tracto
gastrointestinal y que poseé un fuerte efecto bifidogénico tanto in vitro como in vivo, asi como
un efecto inhibidor de varios factores proinflamatorios en ensayos sobre lineas celulares
(Herndndez-Herné&ndez et al. 2012; Laparra et al. 2013).

1.3.1.2. Sintesis de SCFAs a partir de prebiodticos

La microbiota intestinal utiliza los prebidticos como fuente de energia, fermentandolos y
dando lugar a grandes cantidades lactato, piruvato, acetato, propionato y butirato; ademas de
a dioxido de carbono e hidrogeno gas. Se producen también concentraciones menores de
otros SCFAs, como valerato y hexanoato. Se estima que por cada 10 g de fibra se genera una
concentracion de 100 mM de SCFAs en el colon, y que las concentraciones sintetizadas de
butirato:propionato:acetato en el colon mantienen normalmente una proporcion 1:1:3
(Canfora et al. 2015).

El butirato es el SCFA mas importante, ya que va a ser utilizado como fuente de energia en
los colonocitos, muestra actividad antiinflamatoria y regula la expresion genética y la
induccion de apoptosis en células tumorales. El propionato va a ser absorbido también por

los colonocitos y un elevado porcentaje va a pasar a la circulacion sanguinea, desde donde
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va inhibir la acumulacion de colesterol y a producir gluconeogénesis (en el higado). En el
caso del acetato, todo este SCFA absorbido por el colonocito va a pasar al torrente sanguineo,
desde donde va ser transportado a diversos tejidos para ser usado como fuente de energia
(Wong et al. 2006).

Existe por tanto un gran interés en identificar bacterias intestinales buenas productoras de
butirato, bien mediante aislamiento de las mismas a partir de muestras fecales o por la
identificacion de enzimas implicadas en la sintesis de butirato. Muchas de las bacterias
implicadas en estos procesos pertenecen al filo Firmicutes, como Roseburia spp.,
Anaerostipes spp. Eubacterium hallii 'y E. rectale (familia Lachnospiraceae) o

Faecalibacterium prausnitzii (familia Clostridaceae) (Louis et al. 2010).

Con las nuevas técnicas de biologia molecular se han podido identificar nuevas enzimas que
catalizan las reacciones finales de produccion de butirato, y tras comparar sus secuencias
con las librerias gendmicas bacterianas conocidas se ha visto que estan involucradas especies
de al menos nueve filos diferentes, ademas del ya mencionado Firmicutes. Entre estos filos
productores de butirato destacan Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes y Thermotogae (Vital et al. 2014).

Asi, hay dos vias principales en la sintesis de butirato. Una de ellas parte de la enzima
fosfotransbutirilasa, generando butirilfosfato, y este intermediario se transforma en butirato
por la accién de la butirato-quinasa, como ocurre en el caso de Coprococcus eutactus. La
otra via usa la enzima butiril-CoA-transferasa, que a partir de acetato genera butirato y acetil-
CoA. Esta ultima via parece ser la mas utilizada en el colon, debido a que las concentraciones

de acetato son elevadas (Louis et al. 2004; Duncan et al. 2004) [Figura 9].

La produccién de SCFAs se realiza por reacciones que ocurren a partir de una colaboracion
mutualista de numerosas bacterias, como en el caso del género Roseburia, capaz de degradar
almidon (Roseburia inulinivorans degrada fucosa) o F. prausnitzii, que degrada inulina.
Otras especies bacterianas van a ser capaces de utilizar compuestos intermediarios formados
en el colon, como en el caso de E. hallii y Anaerostipes caccae, que usan el acetato y el
lactato para convertirlos en butirato, o Veillonella spp., que convierte el acetato en

propionato.
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Ademaés del uso de lactato para dar propionato, este SCFA se puede sintetizar a partir de
compuestos como fucosa o rhamnosa, como en el caso de R. inulinivorans o R. obeum
mediante la via del propanodiol. Aunque la via mas comun en la sintesis de propionato es a
partir del succinato, el cual se forma a partir de la conversion del piruvato en oxalacetato
(Bacteroides, Phascolarctobacterium, Dialister o Veillonella) (Louis et al. 2014; Reichardt
et al. 2014) [Figura 9].
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Figura 9: Rutas metabdlicas de produccion de SCFAs (acetato, propionato y butirato) a partir de la fermentacion de
polisacaridos prebiéticos. PK: Piruvato quinasa; PC: piruvato carboxilasa; MDH: malato deshidrogenasa; F: Fumarasa; FR:
Fumarato reductasa; SCoAS: succinil-CoA sintetasa; MCM: Metilmalonil-CoA mutasa; MMD: metilmalonil descarboxilasa;
PCoAT: Propionato-CoA transferasa; LDH: Lactato deshidrogenasa; LCOAS: Lactoil-CoA sintetasa; LCD: Lactoil-CoA
deshidratasa; AR: acriloil reductasa; LR: Lactaldehido reductasa; PD: piruvato deshidrogenasa; PDH: Propanediol
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quinasa (Fernandez et al. 2016a).
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1.3.1.3. Efectos intestinales de los SCFAs

En la mucosa intestinal en condiciones fisioldgicas, el butirato es la principal fuente
energeética, sobre un 70% del total. En estas condiciones, tras la digestion y asimilacion de
los nutrientes en el estbmago e intestino delgado, los niveles de glucosa y de piruvato que
llegan a las criptas de la mucosa del colon son muy escasos, por lo que los colonocitos
utilizan como fuente energética el butirato producido tras la fermentacion de prebidticos por
la microbiota intestinal. En estas condiciones, el butirato es utilizado en la mitocondria del
colonocito mediante B-oxidacion, manteniéndose los niveles citoplasmaticos de este SCFA

siempre bajos en el colonocito (Zhang et al. 1998).

En los colonocitos tumorales, en cambio, la glucosa es la principal fuente de energia, debido
a que estas células transformadas sobreexpresan los trasportadores GLUT, tienen muy
reducidas el ndmero de mitocondrias funcionales y sufren el efecto Warburg,
incrementandose la glucdlisis y el uso del piruvato citosélico, que va a ser fermentado a
lactato. Por lo tanto, en estas células tumorales que utilizan sobre todo la glucosa, el butirato
se acumula en el citoplasma y cuando sus concentraciones son muy elevadas, este SCFA
pasa al nacleo celular, causando un blogqueo especifico de las histonas deacetilasas (HDACS)
y por tanto una hiperacetilacion de las histonas. Este proceso conlleva a una conformacion
relajada de la cromatina, que permite la transcripcion de genes proapoptoticos. Esta
respuesta es llevada a cabo por el factor de transcripcion Sp3, que regula positivamente a las
proteinas apoptéticas Bak y p21 [FiguralOQ], induciendo una cascada de sefializacion que
induce apoptosis y el blogueo del ciclo celular en fase G2/M. Estos efectos también se
observan con propionato, pero en menor medida, ya que un porcentaje de este otro SCFA se
transfiere desde los colonocitos al torrente sanguineo (Donohoe et al. 2012; Ruemmele et al.
2003; Heerdt et al. 1997).

Los SCFAs también poseen un papel antiinflamatorio en patologias con base inflamatoria
cronica como en la Ell. La base proinflamatoria en estas enfermedades puede ser debida, en
parte, a una disbiosis de la microbiota intestinal, lo que provoca una alteracion de la barrera
intestinal, provocando una translocacion bacteriana que induce inflamacion local o
sistémica. En estos casos, cuando se administran bacterias sobreproductoras de SCFAs, se
observa una mayor produccién de mucina en la mucosa del colon, mejorandose el estado de

la barrera intestinal y aumentando la produccién del péptido similar al glucagon 2 (GLP-2),
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que reduce la concentracion en sangre de factores proinflamatorios y del lipopolisacarido
bacteriano (Orel 2014; Hudcovic et al. 2012; Cani et al. 2009).
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Figura 10: Efectos de los SCFAs sobre un colonocito. Se muestra su acumulacién celular y entrada en el nacleo, con la
posterior inhibicién de las HDACs, causando modificaciones transcripcionales de genes involucrados en apoptosis y parada

del ciclo celular (Fernandez et al. 2016a).

1.3.2. Probioéticos

El término probidtico qued6 establecido en 2001 por un grupo de expertos de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion (FAO), como “microorganismos vivos que, cuando se administran en

cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del hospedador”

Se deben cumplir una serie de requisitos minimos para que un microorganismo pueda ser

definido como probiotico:

a) ldentificacion y aislamiento del microorganismo a nivel de especie y cepa. Se
recomienda la secuenciacion de su gen ARN 16S y su dep6sito en una coleccion de

cultivos.
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b) Evaluacién de la seguridad a nivel de administracion, exposicion, estado de salud
del huésped, etc. Ademaés, se debe comprobar que la cepa no sea patogénica, ni
produzca metabolitos no deseados, ni inmunoestimulacién excesiva, ni
inmunodepresion, ni que contenga genes que confieran resistencia a antibidticos.

c) Evaluacion de la funcionalidad del probiético, en la que se estudia su viabilidad a
través del tracto gastrointestinal y la corroboracidn de sus propiedades beneficiosas
tanto en modelos in vitro como in vivo.

d) Validacion de la eficacia del microorganismo mediante ensayos de fase 2 'y 3, doble
ciego con placebo, documentando los posibles efectos adversos producidos.

e) El probidtico debe poder mantenerse estable, con unas células viables minimas a su

paso por el tracto digestivo, de forma que pueda ejercer el efecto beneficioso.

Debido a todos estos requisitos, no todos los microorganismos con potencial efecto
beneficioso pueden ser denominados estrictamente como probi6ticos (Hill et al. 2014;
Guarner et al. 2010).

1.3.2.1. Mecanismo de accion de los probioéticos

Los probioticos tienen diferentes efectos beneficiosos para la salud (mejora de intolerancias,
psicobioticos, proteccidn frente a infecciones, etc.), en este apartado nos vamos a centrar en

el mecanismo de accién frente a enfermedades inflamatorias y CCR.

Los probidticos mantienen estables las poblaciones bacterianas de la microbiota intestinal,
previniendo disbiosis en este ecosistema tan complejo. Ademas, evitan la invasién por
patdgenos mediante el fortalecimiento de la barrera epitelial, formada por mucus y
defensinas del sistema inmune innato. Los probidticos son capaces de estimular la
produccion de mucina y defensinas por las células caliciformes, ademéas de mantener las
uniones estrechas (ocludina y ZO-1) que mantienen estas células epiteliales juntas. Todo
esto evita que los patdgenos puedan tener capacidad de translocarse y producir con ello

procesos proinflamatorios (Kahouli et al. 2013).

Estos microorganismos beneficiosos mantienen ademas estables las condiciones fisico-
guimicas del intestino, como el pH. Un descenso del pH del colon bloquea la accion de las
enzimas producidas por las bacterias comensales; y disminuye la retencion de agua en el

lumen, lo que provoca irritacion a nivel de colonocitos y un aumento de los niveles de bilis
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y &cidos orgénicos, que son compuestos tdxicos presentes en mayores cantidades en
situaciones de enfermedad intestinal (Chong 2014).

Cuando se produce una disbiosis intestinal, ciertos microorganismos van a producir enzimas
como pB-glucosidasas, nitrorreductasas 0 azorreductasas, que generan metabolitos
potencialmente carcinogénicos como las sales biliares secundarias, el sulfuro de hidrégeno
o las aminas aromaticas. Los probidticos son capaces de reducir estas actividades
enzimaticas, evitando la formacion de compuestos toxicos. Pero ademas pueden metabolizar
estos compuestos, evitando que interaccionen con las células epiteliales (Wollowski et al.
2001).

Los probioticos también mejoran la respuesta inmune, inhibiendo la produccién de

compuestos inflamatorios y promoviendo la secrecion de sustancias antiinflamatorias:

a) Interactian con los receptores TLRs que inducen la produccion de citoguinas
antiinflamatorias

b) promueven la regulacion de células T, aumentando la fagocitosis bacteriana

c) aumentan la actividad de las células natural killer

d) inhiben la produccion de NF-kB en macréfagos

e) regulan la produccién de IL-8, necesaria para el reclutamiento de neutréfilos.

Todos estos procesos van a evitar que se produzcan procesos inflamatorios que generen o
potencien el desarrollo de enfermedades intestinales asociadas a inflamacion , como Ell y
CCR (Aureli et al. 2011).

Ademas, los probidticos son capaces de producir compuestos derivados de su metabolismo,
como los SCFAs a partir de fermentacidn de prebidticos, y aumentar los niveles de otros
compuestos beneficiosos como el acido linoleico conjugado o derivados de polifenoles.
Todos estos nutracéuticos van a inducir un efecto apoptético en células tumorales. Algunos
de estos microorganismos beneficiosos también tienen la capacidad de generar sustancias
antioxidantes que van a inhibir la peroxidacién y la produccidon de radicales libres en el colon
(Uccello et al. 2012).

Existen varios ejemplos en ensayos clinicos de estos efectos beneficiosos. En Ell hay una
clara relacion entre microbiota y enfermedad, por lo que se ha sugerido que los probioticos

pueden tener un papel en su prevencion y tratamiento. En EC, el uso de Saccharomyces
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boulardii combinado con mesalazina ha conseguido que hubiese menos recaidas de la
enfermedad (6,25%), frente al grupo de pacientes que se le administré solo mesalazina
(37,5% de recaidas) (Guslandi et al. 2000).

En CU, un preparado probiotico llamado VSL#3, que contiene 8 cepas probidticas de
Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus thermophilus, consiguié una mejor tasa de
remision de los efectos que en los grupos control que recibieron tratamientos clasicos. El
mismo preparado probidtico se prob6 también con pacientes que sufrieron anastomosis anal.
Los pacientes tratados con VSL#3 tuvieron una remision de la reservoritis recurrente de mas
de un afio de duracidn, y solo un 15% tubo recaidas, mientras que el grupo placebo tuvo una
recaidas en el 40% (Ciorba 2012).

El uso de S. boulardiii y Lactobacillus en un modelo animal de CCR ha mostrado efectos
antitumorogénicas y con potencial efecto inmunomodulador, produciendo una regulacion de
quinasas e inactivacion del crecimiento celular por inactivacion de los receptores EGFR (X.
Chen et al. 2009). Otro estudio muestra una correlacién entre la reduccion del crecimiento
tumoral, la displasia y la inflamacion, tras la administracion oral del probiotico L.
acidophilus en un modelo animal de CCR. Aqui se observo una reduccion de los &cidos
biliares en el intestino y un menor numero de adenomas en el grupo tratado con probidticos
(Urbanska et al. 2009).

En humanos, los estudios con leche fermentada que contiene L. casei muestran una
restauracion de células natural killer, que desempefian un papel importante en la vigilancia
y en la inmunidad tumoral (Nanno et al. 2009). Formulaciones con L. rhamnosus GG, B.
lactis Bb12 e inulina han promovido efectos inmunomoduladores, como la activacion de
celulas secretoras de IL-10, vinculadas a la induccion de apoptosis (Roller et al. 2007). En
estudios con pacientes en quimioterapia, la adicién de L. rhamnosus GG junto con el 5-FU
ha mostrado una reduccién de los efectos secundarios asociados a la quimioterapia. Los
pacientes del grupo experimental mostraron una menor atencion hospitalaria, menos dolor y

menor diarrea que los pacientes control (Osterlund et al. 2007).

En conclusion, los probidticos parecen tener un efecto claro frente a las enfermedades
intestinales debido a sus efectos en el intestino (inmunomodulador, produccién SCFAs,
mantenimiento de la barrera intestinal, etc.). Sin embargo, los estudios realizados hasta ahora

con cepas probidticas son poco concluyentes por la dificultad de mostrar un efecto directo
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en enfermedades tan complejas con tan s6lo una o pocas cepas probidticas. Aun asi, hay
resultados prometedores que hacen de los probidticos un método potencialmente importante

en la ayuda de paliar los efectos o tratar las enfermedades intestinales.
1.3.3. Fitoquimicos

Dentro de este gran grupo nos vamos a centrar en los flavonoides, que son el grupo mas
extenso de los polifenoles, con més de 4000 moléculas identificadas. Los flavonoides son
metabolitos secundarios de 15 carbonos con estructura C6-C3-C6 producidos en plantas.
Poseen 3 anillos aromaticos con diferentes grupos hidroxilo. Las diferencias estructurales
entre flavonoides son debidas al nivel de oxidacion y al patron de sustitucion de los carbonos
de sus anillos. Los flavonoides ingeridos desde la dieta son absorbidos en el tracto
gastrointestinal, ejerciendo sus funciones biolégicas actuando como antioxidantes,
antibacterianos, antiinflamatorios o antitumorales (Kumar & Pandey 2007; L. Marin et al.
2015).

Dentro de los flavonoides se encuentra la familia de las antocianidinas, que son los
componentes principales de los pigmentos rojos, azules y morados de flores de frutos del
bosque (moras, frambuesas, grosellas, arandanos). Este color va depender del pH, siendo

rojo en condiciones acidas y azul en bésicas.

Las principales antocianidinas en la dieta son cinco: cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, pelargonidina y malvidina. Estas antocianidinas se encuentran en la planta
principalmente en forma glicosilada, denominandose entonces antocianinas, con gran
estabilidad quimica. Se conocen més de 500 antocianinas, dependiendo del grado de

hidroxilacion, metoxilacion y union de diferentes aztcares (Tsao 2010).

Las antocianidinas tienen alta capacidad antiinflamatoria, viéndose en numerosos estudios
que se produce una actividad de inhibicion del NF-kB mediante la activacion de la via
MAPK, por inhibicion de la actividad ciclooxigenasa o por reduccion de la produccion de

interleuquinas proinflamatorias como TNF-a 0 IL-6 (Xie et al. 2011; Kelley et al. 2018).

Varios estudios in vivo han corroborado estos efectos antinflamatorios. Por ejemplo, la
administracion de arandanos reduce los efectos de la colitis inducida por DSS en modelos

de rata. La administracion de fresas permite la reduccion de células polimorfonucleares en
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el tejido inflamado y también una reduccion de la inflamacion intestinal (Paturi et al. 2012;
Salaritabar et al. 2017)

Las antocianidinas también muestran efecto antitumoral mediante varios mecanismos de
accion. Asi, el efecto antioxidante debido a su estructura aromatica les permite eliminar
especies reactivas de oxigeno, evitando oxidacion celular y mutaciones en el ADN que
conducirian a tumorogeénesis (Kong et al. 2003). Ademas, estos flavonoides inducen la
activacion del elemento de respuesta antioxidante (ARE), que es un promotor de genes que
codifican enzimas antioxidantes, lo que va a producir la expresion de enzimas detoxificantes

de fase Il por las células epiteliales del colon (Shih et al. 2007).

Las antocianidinas inhiben el crecimiento celular, ya que acttan sobre proteinas reguladoras
como P53, p21y p27. Este efecto parece ser producido por el bloqueo de la ruta de la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Hou 2003).

Estos nutracéuticos inducen apoptosis tanto por la via intrinseca como por la extrinseca. En
la via intrinseca, el tratamiento con antocianinas provoca un aumento del potencial de
membrana mitocondrial, la liberacién de citocromo ¢ y la modulacion de las proteinas
antiapoptdticas dependientes de caspasas. Mientras, por la via extrinseca, estos polifenoles
modulan la expresion de FAS y FASL (ligando de FAS) en células tumorales, induciendo
apoptosis (Reddivari et al. 2007). Ademas, poseen efectos antiangiogénicos, mediante la
inhibicion de los factores de crecimiento endotelial (VEGF) y de sus receptores (Li et al.
2008).

Existen diversos estudios del efecto de las antocianidinas en CCR. En ratas Aapc se ha
observado una reduccién del 74% de tumores en el ciego cuando se les administraba
antocianidinas de cereza (Kang et al. 2003). En el mismo modelo animal se afiadio a la dieta
cianidina-3-glucosido al 0.3%, disminuyendo un 45% el nimero de adenomas (Cooke et al.
2006). En otro modelo de cancer de colon en ratas Fisher 344 inducido por AOM, cuando
se alimentaban con frambuesas negras liofilizadas al 2,5, 5y 10% del total de la dieta, los
animales mostraron una reduccion significativa de adenomas y adenocarcinomas, 42, 45y

71% respectivamente (Harris et al. 2001).
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1.3.4. Acidos grasos insaturados

Los &cidos grasos insaturados son acidos carboxilicos de cadena larga, con uno o varios
enlaces en su cadena. La posicion de la insaturacion se va a designar mediante la
nomenclatura omega (3, 6, 9...), dependiendo de donde se encuentra la insaturacion tras

comenzar a contar por el extremo carboxilo (Gunstone 1994).

Los ®-3 son considerados &cidos grasos poliinsaturados antiinflamatorios, siendo su
representante mas comun en la dieta el acido a-linolénico. Estos &cidos grasos »-3 producen
eicosanoides, que estan relacionados en la sintesis de epdxidos endocanabinoides, capaces
de reducen la produccién de IL-6 (proinflamatoria) y de aumentar la biosintesis de I1L-10
(antiinflamatoria). También modulan la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos, regulan
positivamente los receptores de membrana (evitando la permeabilidad intestinal), y la
reduccion de las transcripcién del gen de la enzima éxido nitrico sintasa, involucrada en
procesos de inflamacion (Marion-Letellier et al. 2015).En cambio, los ®-6, como el acido

linoleico, tienen propiedades proinflamatorias.

Ambos &cidos grasos son precursores de eicosanoides, que estan implicados en la
modulacion negativa o positiva de procesos de inflamacion (Calder 2015; Calder 2008). El
acido linoleico es precursor del &cido araquidonico, y éste de eicosanoides proinflamatorios
como prostaglandinas o leucotrienos que estan asociadas a inflamacion a nivel cerebral y de
las mucosas, incluyendo el reclutamiento de leucocitos. Es decir, estan implicadas en las

etapas iniciales del desarrollo de la inflamacion (Freire & Van Dyke 2013).

Los acidos grasos ®-6 bloquean la inhibicion de factores de transcripcion como NF-kB, con
lo que éste se transloca al nucleo y activa la expresion de genes proinflamatorios tipo
citoquinas (IL-1p o TNFa), metaloproteasas, o quimiocinas. Sin embargo, los &cidos grasos
-3 activan la expresion del receptor gamma de la proliferacion de peroxisomas que inhibe
el factor NF-xB (Scaioli et al. 2017).

La alimentacion con ®-3 en ratas inmunodeprimidas a las que se habia inducido colitis
mediante DSS, consiguio una reduccion de los parametros patoldgicos, una reduccion de las
citoguinas proinflamatorias y de otros parametros relacionados con la inflamacion (Whiting
et al. 2005).
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De todas formas, hacen falta mas estudios con un buen planteamiento para demostrar estos
efectos en pacientes, dada la variabilidad existente de estos acidos grasos en la dieta (Feagan
et al. 2008)

Efectos antiinflamatorios similares se han descrito con los acidos grasos monoinsaturados,
como los presentes en el aceite de oliva, que contiene un 70-80% de &cido oleico. El acido
oleico tiene muchas funciones similares a los acidos grasos -3, ayudando a mantener la
funcién de la respuesta inmune. Ademas, posee funciones antibacterianas, reduce los
procesos de arterioesclerosis y reprime el factor NF- kB, reduciendo la inflamacion
generalizada. También se ha visto que el consumo continuado de estos acidos grasos reduce
los niveles de expresion de oncogenes y regula rutas como COX-2 o Bcl-2, induciendo a las

células tumorales a apoptosis (Sales-Campos et al. 2013).

Un alimento con baja relacién w-6/®-3 (por tanto, mayor contenido de ®-3) y alto contenido
en acido oleico es el jamén ibérico de bellota. Su bajo contenido en omega-6 se logra porque
los cerdos ibéricos se alimentan exclusivamente de bellotas y hierba durante los meses
previos a su sacrificio. Las bellotas son semillas con baja relacion omega-6/3 y alto
contenido de acido oleico (63%), y estos acidos grasos saludables se almacenan en el tejido

muscular del cerdo ibérico durante estos meses de alimentacion libre (Cantos et al. 2003).
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2.1. Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis son el estudio y la prevencion de las enfermedades
intestinales de caracter inflamatorio, en concreto CU y CCR, con alimentos funcionales

mediante la adicion de nutracéuticos.

Para realizar este estudio se plantearon 4 objetivos:

1. Estudio de alimentos carnicos funcionales enriquecidos con acidos grasos

monoinsaturados para la prevencion de CU en un modelo animal.

2. Estudio de alimentos cérnicos funcionales con antocianinas para la prevencion de

CCR en un modelo animal.

3. Estudio de alimentos carnicos funcionales con prebidticos derivados de lactulosa

para la prevencion de CCR en un modelo animal.

4. Estudio de alimentos carnicos funcionales con inulina para la prevencion de CCR en
un modelo de CCR inducido quimicamente y otro de origen genético.
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3.1. Modelos animales

3.1.1. Modelo animal para CU

Se utilizaron 30 ratas macho Fischer 344 (Charles River, Francia) de unas 5 semanas de
edad. Las ratas fueron instaladas en el Bioterio (animalario de la Universidad de Oviedo)
tras su autorizacion (N° ES330440003591) y la aprobacion de los experimentos por el comite
de ética del Principado de Asturias (cddigo de autorizacion PROAE 23/2016). La

experimentacion animal tuvo una duracion de 4 semanas.

Las ratas se individualizaron en jaulas y se repartieron en tres grupos al azar de 10 animales
cada uno, administrandoseles pienso universal (2014 Teklad Global 14% Protein Rodent

Maintenance Harlan diet) durante una semana para su adaptacion a las nuevas instalaciones.

Posteriormente a cada grupo se le administrd sus dietas: pienso universal, jamon celta como
control (cerdos alimentados con una dieta normal de granja) y jamon ibérico de bellota alto
contenido oleico (cerdos que realizan la montanera, con alimentacién exclusiva de bellotas
y hierba). Los alimentos se dieron pesados (20 g diarios) y se sustituyeron diariamente en
las jaulas. Tras una semana con cada alimentacion, a 8 de los 10 animales de cada grupo se
les realizé la induccion de CU mediante el uso de DSS (40.000 g/mol, Alpha Aesar) al 3%
en agua de bebida durante 7 dias. A los otros dos animales se les administr6 agua de consumo

normal como controles intragrupo.

Tras el tratamiento, cada grupo se mantuvo una semana con su alimentacion especifica y se
procedio al sacrificio de todos los animales mediante la técnica de neumotoérax previa
anestesia oral con oxigeno e Isoflurano (Ecuphar) al 3%, extrayendo los tejidos, muestras y

organos de interés.
3.1.2. Modelo animal de CCR inducido quimicamente

En este modelo se realizaron 3 experimentos independientes con 20, 30 y 50 ratas macho
Fischer 344 (Charles River, Francia) de entre 4 y 5 semanas de edad. Las ratas fueron
instaladas en el Bioterio de la Universidad de Oviedo con la autorizacion (N°
ES330440003591) y las aprobaciones del comité de ética del Principado de Asturias (7IMV-
2013, PROAE 16/2015 y PROAE 23/2016).
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Las ratas de dos experimentos (experimentos 1 y 3) se separaron en jaulas y se les administro
durante una semana pienso universal (2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance
Harlan diet) para permitir su adaptacion a las instalaciones. Los animales se repartieron
aleatoriamente en grupos de 10 animales y comenzaron las dietas a ensayar. Estos alimentos
se les sustituyeron diariamente en las jaulas con porciones controladas de 20 g de carnicos y
10 de pienso, y en el caso de GOS-Lu, éste se afiadi6 en la bebida ad libitum. A los grupos

control se les administrd pienso ad libitum:

a) Experimento 1 con 30 ratas divididas en 3 grupos: pienso control, carnico procesado
control (salchichas) y céarnico procesado funcional con antocianinas como
nutracéutico (salchichas con frutos rojos).

b) Experimento 2 con 20 ratas divididas en 2 grupos: pienso control y el prebidtico
GOS-Lu administrado en agua de bebida.

c) Experimento 3 con 50 ratas divididas en 5 grupos: pienso control, 2 grupos de dos
alimentos carnicos controles (jamon cocido y chorizo) y 2 grupos de dos alimentos
carnicos funcionales con los fructooligosacaridos como prebiotico elegido (jamén

cocido y chorizo, ambos con inulina)

Tras una semana con su alimentacién se procedié a inducir CCR a 8 de las ratas de cada
grupo, salvo a las del experimento 3, en el que fueron tratados 7 animales de cada grupo,
mediante el cancerigeno AOM (Sigma-Aldrich) disuelto en suero salino (0,9% NaCl) a una
concentracion de 2 mg/mL. La solucion de AOM se inyect6 de forma intraperitoneal a una
concentracion de 10 mg/kg de peso, y este tratamiento se realizd dos veces con una
separacién de una semana (semanas 2 y 3). A las ratas control de cada grupo se les administré

una inyeccién intraperitoneal de 1 mL de suero salino.

En las semanas 4 y en la 15 se administro el compuesto DSS (40.000 g/Mol, Alpha Aesar)
durante 7 dias. EI DSS es capaz de inducir CU (lo cual promueve el desarrollo de CCR). Las
concentraciones utilizadas fueron del 3% y 2% respectivamente en el agua de consumo. A

las ratas control de cada grupo no se les realizé esta administracion de DSS.

Los animales fueron sacrificados tras 20 semanas desde la primera administracion de AOM

mediante neumotorax, previa anestesia con isoflurano (Ecuphar) al 3%.
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3.1.3. Modelo animal de CCR genético

Se realiz6 un experimento con 40 ratas macho de la cepa KAD, con genotipo F344/NSlc-
Apc!®8v0 (Japan SLC, Inc). Las ratas se instalaron en el Bioterio de la Universidad de
Oviedo con la autorizacion (N° ES330440003591) y la aprobacion del comité de ética del
Principado de Asturias (PROAE 15/2017).

Las ratas se separaron en jaulas individualizadas y se les aliment6 durante una semana con
pienso universal (2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Harlan diet) para
su adaptacion a las instalaciones de la universidad. Tras ese periodo se separaron
aleatoriamente en 4 grupos y se les empez6 a dar los alimentos a ensayar, con dosis pesadas
(20 g de cérnico y 10 g de pienso, con el grupo control alimentado con pienso ad libitum),
que se sustituyeron diariamente. Los grupos estuvieron formados por: pienso control, carnico
control (chorizo), carnico funcional con inulina (chorizo con inulina), carnico funcional con
inulina mas dos cepas con potencial efecto probidtico (chorizo con inulina méas dos cepas

probidticas).

Tras una semana con esta alimentacion especifica se potencio el efecto de la mutacion a 8
de los 10 animales de cada grupo con dos dosis de AOM (Sigma-Aldrich) disuelto en suero
salino (0,9% NaCl) a una concentracion de 2 mg/mL. La solucion de AOM se inyect6 de
forma intraperitoneal a una concentracion de 10 mg/kg de peso, realizandose 2 veces
separadas por una semana (semana 2 y 3). A las ratas control de cada grupo se les administré

una inyeccién intraperitoneal de 1 mL de suero salino.

A las 8 ratas tratadas con las dos dosis de AOM, se les administré una dosis de DSS (40.000
g/Mol, Alpha Aesar) al 3%, durante 7 dias para inducir CU y potenciar el efecto del

desarrollo de CCR (semana 4).

Los animales fueron sacrificados tras 20 semanas desde la primera administracion de AOM

mediante neumotdrax, previa anestesia con isoflurano (Ecuphar) al 3%.

3.2. Tipos de alimentacion

Se van a describir los tipos de alimentos normales o funcionales utilizados en los 5

experimentos animales realizados durante esta tesis.
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Pienso control: Como pienso control se utilizo la marca Teklad Global 14% Protein Rodent
Maintenance Diet (Harlan, Espafa), caracterizado por minimizar la presencia de
fitoestrogenos, reduccion de concentraciones de clorofila y ausencia de proteina animal, lo

cual minimiza la presencia de nitrosaminas.

La composicidon del pienso es: harina de trigo, trigo molido, maiz molido, harina de gluten
de maiz, carbonato de calcio, aceite de soja, fosfato de calcio, sal yodada, L-lisina, acetato
de vitamina E, DL-metionina, 6xido de magnesio, cloruro de colina, 6xido de manganeso,
sulfato ferroso, complejo de sodio bisulfito de menadiona (fuente de vitamina K), éxido de
zinc, sulfato de cobre, niacina, pantotenato de calcio, yodato de calcio, piridoxina
clorhidrato, riboflavina, mononitrato de tiamina, acetato de vitamina A, vitamina B12, acido

folico, carbonato de cobalto, biotina y vitamina Ds.

El pienso tiene una potencia energética de 2,9 kcal/g y esté constituido por: carbohidratos
48%, fibra insoluble 18%, proteinas 14%, cenizas 4,7%, fibra 4,1% y grasas 4%. En cuanto
a estos acidos grasos, estan presentes el acido linoleico 2%, acido oleico 0.7%, acido
palmitico 0,5%, &cido estearico 0.1% y &cido linolénico 0,1%. Por lo tanto, esta constituido
por un 2,1% de acidos poliinsaturados, 0,7% de &cidos monoinsaturados y un 0.6% de &cidos

saturados.

Jamon control y Jaman ibérico de bellota: Para el jamon control, se utilizé uno de cerdos
celtas estabulados y alimentados con piensos realizados con maiz, cebada, soja, trigo, suero
de leche, aceite de palma y sales inorganicas. Mientras que para el Jamén ibérico de bellota
se utilizaron patas de cerdo ibérico alimentado durante 2 afios por bellotas y hierba durante

las montaneras en dehesas, con una densidad de 3 Ha por cerdo.

Estos jamones también difieren en el salado y tipo de sal (més potenciado en el jamén control
para una rapida salida al mercado) y en su curacion, siendo muy superior en el jamon ibérico
de bellota, en el que se mantiene méas de 36 meses en una curacion natural. Ademas, el jamoén
control contiene aditivos para su conservacion como el nitrito de sodio (E-250) y el nitrato

de potasio (E-252), mientras que el jamon ibérico de bellota no contiene dichos aditivos.

Dentro de las caracteristicas fisico-quimicas, el jamon ibérico contiene menos humedad y
menos concentracion de cloruros debido a su curacion més natural y prolongada [Tabla 1].
Posee mas contenido en grasas totales, en especial monoinsaturadas debido al mayor
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porcentaje de &cido oleico (C18:1), y destaca la menor presencia de &cidos grasos -6, en
concreto un descenso en la concentracion de acido linoleico (C18:2n6), por lo que la relacién

®-6/m-3 es mucho mas positiva (menor) en este jamon [Tabla 2].

HUMEDAD PROTEINA GRASA FIBRA CLORUROS CENIZAS NITRATOS NITRITOS

% % % % % % opm opm

JAMON DE

BELLOTA 383 311 214 0 450 5 15,04 047
JAMON

contROL O 08 173 0 570 6 188,67 054

Tabla 1: Composicién nutricional de los dos jamones utilizados.

frTrRaeae J;;_Eg.? : JAMON CONTROL

% %

C14:0 Miristico 1,37 1,28
C16:0 Palmitico 20,81 21,52
C16:1 Palmitoleico 3.25 2,05
C17:0 Margarico 0,22 0,44
C17:1 Heptadecanoico 0,26 0,35
C18:0 Estearico 7.96 11,76
c18:1 Oleico 51,92 39,53
C18:2n6 Linoleico 10,26 19,59
C18:3n3 a-linolénico 0.75 0.87
C20:0 Araquidico 012 0,19
C20:1n9 Eicosenoico 1,16 0.86
C20:4n6 Araquidénico 1,30 1,03
C20:5n3 Eicosapentaenoico 0,08 0,08
C22:4n6 Adrénico 0.18 0,22
C22:5n3 Docosapentaenoico 017 0,11
C22:6n3 Docosahexaenoico 0.18 0,12
100% 100%

SATURADOS 3049 35,19
MONOINSATURADOS 56,59 42,78
POLIINSATURADOS 14,09 2289

@-3 1,18 1,19

-6 11,74 20,84

a-6/m-3 9,97 17.56

Tabla 2: Composicién de acidos grasos en los dos jamones utilizados

Cada animal de los grupos jamén fue alimentado con 20 g diarios de virutas de jamon

troceadas.
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GOS-Lu: este prebiotico fue sintetizado usando una preparacion de lactulosa comercial (670
g lactulosa/L; Dulphalac, Holanda) y la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (16
U/mL; Sigma-Aldrich) (LOpez-Sanz et al. 2015). La reaccion enzimatica se realiz6 a pH 5,4
gracias a la adicion de 3 mL de KOH 2 M y 800 mL de Dulphalac, y se calent6 a 50 °C en
agitacion a 300 rpm durante 24 h. Finalmente la reaccion enzimética fue parada mediante un
calentamiento a 110 °C durante 10 min.

La mezcla final contiene un 66% (w/w) de carbohidratos finales, que fueron determinados
tanto cualitativamente como cuantitativamente mediante cromatografia de gases con
detector de ionizacion de llama (GC-FID) (Cardelle-Cobas et al. 2009; Hernandez-
Hernandez et al. 2012).

La composicion de carbohidratos esta formada por una mezcla en la que principalmente esta
involucrado el enlace glucosidico B(1-6) y esta constituida por lactulosa 24,7%, fructosa
19,5%, galactosa 12,4%, glucosa 1,2%, disacaridos GOS-Lu 13,6%, trisacaridos GOS-Lu
22,6%, tetrasacaridos GOS-Lu 5,1% Yy pentasacaridos GOS-Lu 1%.

A las ratas se les administrdé un 10% de GOS-Lu disuelto en el agua de bebida.

Salchicha control y salchicha con antocianinas: Las salchichas fueron elaboradas
exclusivamente con cafia de lomo de cerdo, NaCl, ajo deshidratado y pimienta negra (por

cada kg de carne se afadieron 25 g de NaCl, 15 g de ajo y 3 g de pimienta).

La cafia de lomo de cerdo utilizada contiene un 23-30% de proteinas, 7-8% de lipidos, 65-
70% de humedad y un 0,09-0,1% de cenizas; por lo que las salchichas tienen un bajo
contenido graso. El ajo deshidratado contiene un 6,75% de humedad, 8,5% de cenizas y un
1,3% de compuestos extraibles en éter; mientras que la pimienta negra contiene un 15% de

humedad, un 7% de cenizas y 2% de aceites esenciales.

Las salchichas con antocianinas tenian la misma composicion, pero se les afiadié un 10% de
una mezcla de frutos rojos compuesta por fresa y mora en polvo liofilizada al 50%. La
mezcla de frutos rojos utilizada contiene un 1,1% de antocianinas (59% de cianidin-3-
glucosido y 41% de pelargonidin-3-glucosido), por lo tanto, las salchichas funcionales

contienen 1,1 g de antocianinas por kilo (0,11%).

Cada animal se alimentd con 20 g diarios de dichas salchichas y 10 g de pienso.
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Jamon cocido control y jamon funcional con inulina: Se elabor6 un jamon cocido a partir
de piernas de jamdn de cerdo a las que se afiadio agua, sal, dextrosa y especias. En este caso
no se introdujeron los aditivos habituales en estos alimentos como estabilizador (difosfatos
y trifosfato), aroma, gelificante, carragenato, antioxidante (ascorbato sédico), potenciador

del sabor (glutamato monosodico) y conservador (nitrito sodico).

Para este jamon cocido se realizd un deshuesado de la pata del jamén con una posterior
inyeccidn de una salmuera en la que se introduce agua, dextrosa y especias. La concentracion
final de sal en el jamén fue de un 2%. Tras la inyeccion se realiz6 un masaje en bombo, la

coccion, el enfriamiento y el envasado.

A los jamones funcionales se les afiadié 10% inulina, que fue mezclada con la salmuera e

inyectada en el producto carnico.
Cada animal de los grupos “jamén” recibi6 20 g diarios de jamon y 10 g de pienso.

Chorizo normal y chorizo funcional con inulina: Los chorizos se fabricaron con cinta de
lomo, pimentén dulce 2,21%, sal 2,05% y ajo 1,23%. ElI ahumado se realizd6 mediante

friccion para evitar la presencia de benzopirenos. Ademas, no se afiadieron conservantes.

El chorizo funcional se elabor6 sustituyendo grasa animal por inulina al 15,83%, lo que
permitio hacer un alimento carnico con una reduccion del 75% de grasas (de 22 g a 5,42 ¢
por cada 100 g). El contenido calérico pasé de 307 kcal/100 g a 284 kcal/100 g (una
reduccion del 7,49%) y un menor contenido en colesterol, de 87,64 mg/100 g a 72,19 mg/100
g (una reduccion del 15,44%).

Cada animal se alimentd con 20 g diarios de cada chorizo y 10 g de pienso

Inulina: La inulina utilizada para la fabricacion de los alimentos funcionales fue Orafti HP
(Beneo, Bélgica), que se extrae a partir de la raiz de la achicoria y estd constituida por
cadenas de mas de 23 fructosas (DP>23), pudiendo mezclarse a bajas temperaturas y actuar

como sustituto de grasas.
Probidticos: Los potenciales probidticos que se utilizaron fueron:

a) Parasutterella excrementihominis cepa tipo 21040, con identificador taxonémico

487175 (Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares, DSMZ).
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b) Phascolarctobacterium succinatutens cepatipo 16074, con identificador taxonémico
626940 (Coleccidn Japonesa de Microorganismos y Cultivos Celulares, JCM).

Para el crecimiento de las dos cepas se usaron los medios Anaerobe basal Broth (Oxoid)
(para el caso de P. excrementihominis) y Tryptic Soy Broth (Merck) modificado con un 5%
de sangre de caballo desfibrinada (Thermo Scientific) (para P. succinatutens). Estos medios
de cultivo fueron preparados segun las especificaciones de la casa comercial y autoclavados

durante 20 min.

Al tratarse de bacterias anaerobias estrictas, las condiciones de cultivo se realizaron en jarras
de anaerobiosis Anaeropack de 7 litros (Mitsubishi Gas Chemical CO), utilizando dos sobres
de generacion de atmosfera anaerobia AnaeroGen 3,5 L (Thermo Scientific) y cultivo en
tubos individuales de 15 ml (Cellstar, Thermo Scientific), uno por cada cepa y rata, a 37 °C
durante 3 dias (densidad final de 108 UFC/mL).

Para la administracion de las cepas probidticas a los animales, se centrifugaron los tubos de
cultivo a 3500 g durante 10 min, retirando el medio de cultivo, y resuspendiendo el
sedimento de las dos cepas bacterianas en 300 uL de PBS, obteniendo una mezcla de las dos

cepas a 108 UFC/mL de cada especie, listas para inocular.

Las ratas fueron anestesiadas con Isoflurano (Ecuphar) al 3% y se les administro la mezcla
probidtica en PBS mediante una cénula orofaringea unida a una jeringuilla de 1 mL,
permitiendo asi la administracion de la dosis directamente en el estdbmago. La adicion de
estos probidticos, en el grupo “probidtico” del modelo animal de CCR genético, se realiz6
una vez a la semana durante los primeros 45 dias de experimentacion y una vez cada 15 dias

desde el dia 45 hasta el final del experimento.

3.3. Medidas fisicas

Las ratas fueron pesadas periddicamente, siendo una vez cada semana en el modelo de UC
y regularmente en el caso de los modelos de CCR, con al menos una medicion en cada
tratamiento de AOM y DSS y antes del sacrificio. Se observo diariamente el comportamiento
y los sintomas tipicos de la enfermedad en cada animal, anotando los procesos de diarrea,

sangrado o falta de apetito.
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3.4. Muestras de sangre y de tejidos

Al final de cada experimento las ratas fueron anestesiadas con Isoflurano (Ecuphar) al 3% y
sacrificadas mediante neumotorax. Se recogieron 2 mL de sangre a partir del tejido cardiaco
mediante tubos de 2 mL preparados con el anticoagulante K3-EDTA (Aquisel) y ésta fue
centrifugada a 1.500 g durante 15 min, recogiendo el sobrenadante (plasma sanguineo), para
su almacén a -20 °C hasta su posterior uso. Se realizaron medidas seroldgicas con el equipo
Reflotron plus (Roche), usando tiras reactivas del equipo para cada medida con 30 pL de

plasma sanguineo.

Tras el sacrificio se recogio también el intestino delgado, que fue lavado con PBS para poder
contabilizar visualmente las placas de Peyer hiperplasicas existentes en dicha mucosa

intestinal.

Los ciegos de cada animal fueron pesados e inmediatamente congelados a -20 °C para el

posterior uso de su contenido en el andlisis de SCFASs y en estudios de metagenomica.

Finalmente se extrajeron los intestinos gruesos de cada animal, abriéndolos
longitudinalmente y lavandolos con PBS hasta que la mucosa del colon quedase totalmente

limpia de restos fecales, tejido adiposo y sangre.

En el caso del estudio de CU, cada colon se dividi6 en 3 partes: los 2 ultimos cm distales
fueron conservados en formaldehido (Merck) al 4% para su posterior analisis histolégico. El
resto del colon fue dividido en dos secciones longitudinales idénticas para usarlas en los

estudios de permeabilidad (test de Azul de Evans) y en el ensayo de mieloperoxidasa.

En los estudios de CCR, cada colon fue conservado en formaldehido (Merck) al 4%, para el
analisis histologico y para el estudio meticuloso de los tumores macroscopicos, contando y
midiendo mediante el uso de un calibre todos los tumores mayores de 1 mm en la superficie
de la mucosa. La superficie de cada tumor fue clasificada como pedunculada (forma de disco
conectado por un pedunculo a la mucosa), plano irregular, plano circular y esférico, para

poder calcular el area tumoral total de la mucosa.

3.5. Estudios histologicos

Se realizaron diferentes estudios histologicos en los modelos de CU.
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Longitud del colon: Mediante una regla calibrada se midio la longitud de cada colon,
calculando el porcentaje de reduccién por la CU al comparar la longitud de los colones de

animales con CU con los 2 controles sanos de cada grupo.

Evaluacion macroscopica de la CU: Tras la apertura del colon y su limpieza con PBS, un
evaluador externo categorizo cada colon atendiendo a la clasificacion estdndar (Jeong et al.

2015), en la que las categorias son:

a) 1, sin ulceracion e hiperemia local

b) 2, ulceracion sin hiperemia

¢) 3, ulceracidn e inflamacion en un solo sitio

d) 4, dos o mas sitios de ulceracion e inflamacion

e) 5, ulceracién mas grande de 2 cm.

Cambios reparativos en la mucosa, alteraciones en el epitelio y densidad de células
inflamatorias en el colon: Tras fijar 24 h en formaldehido (Merck) al 4% los 2 cm distales
de cada colon, estos se deshidrataron en bafios con incremento en la concentracion de etanol
y se embebieron en bloques de parafina. Las secciones fueron cortadas en fragmentos de 5

UM de grosor y se tifieron con hematoxilina-eosina.

El diagnostico microscépico fue realizado por el laboratorio de anatomia patoldgica del
Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias (IUOPA) utilizando un
microscopio Olympus BX-53 conectado a una camara digital DP73 (Olympus) vy el

procesamiento de las iméagenes se realizd con el programa informatico CellSens.

Posteriormente los pat6logos clasificaron cualitativamente el estadio de cada colon

atendiendo a:

a) Cambios reparativos en la mucosa: 0, sin cambios reparativos; 1, cambios reparativos
leves (menos del 50% de la superficie de las ulceraciones se vuelve a reepitelizar);
2, cambios reparativos moderados (méas del 50% de las ulceraciones se vuelven a
reepitelizar); 3, cambios reparativos severos (reepitelizacion total de las
ulceraciones).

b) Alteraciones en el epitelio: 0, sin alteraciones; 1, pérdida focal de células
caliciformes; 2, pérdida extensa de células caliciformes; 3, pérdida de criptas menor
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que en el 50% de la superficie de la mucosa; 4, pérdida de criptas en méas del 50% de
la superficie de la mucosa y / o regeneracion polipoide.
Densidad de células inflamatorias: 0, sin inflamacion; 1, inflamacion leve; 2,

inflamacion moderada; 3, inflamacién severa.

En los modelos de CCR, tras el recuento de los tumores, se procesaron los colones con el

mismo metodo realizado en CU. Los patologos en este caso diferenciaron los pdlipos en:

a)

b)

Displasia de bajo grado (displasia leve, displasia moderada), que se caracteriza por
la presencia de hipercromasia, pleomorfismo, incremento de la relacion
nucleo/citoplasma y con aumento de la actividad proliferativa, que afecta a los dos
tercios inferiores del espesor del epitelio.

Displasia de alto grado (displasia severa, carcinoma “in Situ”), que afecta a todo el
espesor del epitelio.

Adenocarcinoma: tumoracion epitelial maligna con severa atipia citoldgica, nicleos
grandes y pleomarficos con membrana nuclear irregular y uno o varios nucléolos, en
ocasiones prominentes. Se disponen a modo de glandulas (bien diferenciado), nidos
y masas de aspecto cribiforme (moderadamente diferenciado) o grupos solidos
(pobremente diferenciado). Puede ser intramucoso (cuando se localiza en lamina
propia) o bien infiltrante si llega a capa submucosa. Se considera adenocarcinoma de
bajo grado los que estan bien y moderadamente diferenciados y adenocarcinoma de
alto grado el poco diferenciado.

3.6. Ensayo de la actividad de mieloperoxidasa

Para este ensayo de actividad proinflamatoria se utilizaron una seccién longitudinal de 0,5

cm de ancho de cada colon, la cual se peso y se cuantifico la actividad de este enzima

mediante un protocolo ya descrito (Kim et al. 2012). Para obtener el resultado se utilizé un

lector de placas Glomax (Promega) con una absorbancia a DOasonm Y Se calcularon las

unidades de actividad de mieloperoxidasa, que es definida como la cantidad necesaria

(MPO/mg tejido) para degradar 1 pmol de H2O2 en 1 min a temperatura ambiente. Teniendo

en cuenta que 1 pmol de H,O produce un cambio de 1,13*102 nm/min, las unidades de

MPO se pueden calcular como el cambio en la absorbancia [AA(t2-t1)]/ Amin * (1,13*1072).
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3.1. Ensayo de permeabilidad de la mucosa

Para el ensayo de permeabilidad o azul de Evans se utiliz6 una seccion longitudinal de 0,5
cm de ancho de cada colon usando el método descrito por (Kim et al. 2012) con
modificaciones. Cada intestino se introdujo en un bafio con una solucion de azul de Evans
(Alfa Aesar) disuelta en PBS al 1,5% durante 30 min, posteriormente se lavaron 3 veces en
una solucion de acetilcisteina (Sigma-Aldrich) a 6 mmol/L y se secaron los fragmentos de
intestinos a 37 °C durante 24 h. Luego se pesaron en seco y se destifieron con 1 mL de
formamida a 50 °C durante 24 h, para finalmente medir la solucion destefiida en un lector de
placas Glomax (Promega) con una absorbancia de DOessnm. LOS datos se compararon con
una recta patron realizada con concentraciones conocidas de azul de Evans y se

representaron en pg/mL.

3.8. Capacidad antioxidante en plasma sanguineo

La medida total de la capacidad antioxidante se realiz6 mediante el kit comercial Frap Assay
Kit (Bioguochem SL) que mide la capacidad del plasma de reducir el hierro a la forma
ferrosa. Para su utilizacién se usé 10 uL de plasma sanguineo y se compar6 con una curva
estandar realizada con diferentes concentraciones de Trolox (andlogo de vitamina E) y las
medidas fueron realizadas con un lector de placas Glomax (Promega) a una absorbancia de
DOsg3nm.

3.9. Analisis de citoquinas en plasma sanguineo

Se realizaron diferentes kits Elisa para citoquinas proinflamatorias o antiinflamatorias, en
concreto, para IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-17a, TGF-B1 y TNF-a (Abnova Ref. KA0273,
KA0278, KA0274, KA1001, KA0279, KA0280). Se utilizé plasma sanguineo y se siguieron
las instrucciones del fabricante, usando un lector de placas Glomax (Promega) a una

absorbancia de DOusonm para las lecturas finales.

3.10. Cuantificacion de SCFAs en heces por cromatografia de
gases masas

Para la extraccion de SCFAs se utilizaron 400 mg de heces procedentes del ciego de cada
animal que habian sido almacenadas a -80 °C y se utiliz6 un método ya descrito (Garcia-

Villalba et al. 2012) con modificaciones. Los 400 mg de heces fueron resuspendidos en
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1.716,8 pL de agua mili-Q en viales de vidrio de 5 mL y homogenizados mediante vortex.
A la mezcla se afiadieron estandares deuterados de SCFAs como controles internos, en
concreto acetato, propionato, butirato y valerato deuterados (Cambridge Isotope
Laboratories), cada uno a una concentracion final de 0,4 mM. Posteriormente se afiadieron
400 pL de H2SO4, 800 mg de NaCl y 1 mL de acetato de etilo. Toda la mezcla se agit6 a 300
rpm con una temperatura de 25 °C durante 1 h. El extracto se centrifug6 a 1.900 g durante 5
min y se recogieron 500 pL, para finalizar con otra segunda extraccion, tras afiadir un nuevo

mL de acetato de etilo a las muestras previamente extraidas.

El equipo de cromatografia de gases masas (GC-MS) fue un Agilent 7890A (Agilent
Technologies), equipado con un Inert XL MSD con detector de triple eje, siendo la
adquisicion realizada mediante el programa informatico Chemstation (Agilent
Technologies). Se utiliz6 una columna capilar cromatografica DB-FFAP (Agilent
Technologies) con unas medidas de 30 m, 0,25 mm de didmetro interno y un espesor de 0,25
HUM. El gas de carga utilizado fue helio a 1 mL/min. La inyeccidn de las muestras se realiz6
en modo splitless, utilizando un volumen de 1 pL y una temperatura del inyector de 200 °C.
Se us6 un revestimiento de vidrio con un tapon de lana de vidrio en el extremo inferior de la
linea para evitar la contaminacion de la columna de GC-MS con material fecal no volatil, y
se insertd una muestra de blanco entre muestras experimentales para verificar la inexistencia

de contaminantes que persisten en la columna entre las diferentes muestras.

La temperatura de la columna fue inicialmente de 50 °C (1 min), luego se aumentd a 150
°C/min, y finalmente se bajé de 230 °C a 15 °C/min (tiempo total de 20 min). La temperatura
de la fuente de iones, cuadrupolo e interfaz fue de 230 °C, 150 °C y 220 °C, respectivamente.
Los iones escaneados fueron 45y 76 m/z para el &cido propionico deuterado, 45y 74 m/z
para el &cido propionico, 43 y 73 m/z para el acido isobutirico, 63 y 77 m/z para el acido
butirico deuterado, 60 y 73 m/z para el acido butirico, 60 y 87 m/z para el &cido isovalérico,
63 y 77 m/z para el acido isovalérico deuterado, 60 y 73 m/z para el acido valérico y 60, 73
y 87 m/z para el acido hexanoico. La identificacion de los SCFA se baso6 en el tiempo de

retencion de los estandares y de la asistencia de la biblioteca Wiley 7.
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3.11. Cuantificacion de acidos grasos por CG-MS en muestras
carnicas y de plasma sanguineo

Para la extraccion de estos lipidos a partir de muestras de plasma sanguineo de los animales
de experimentacion y de muestras carnicas (a partir de musculo femoral de cerdo en el caso
del jamon utilizado en el experimento de CU) se utiliz6 un método ya descrito (Segura &
Lopez-Bote 2014). Los extractos de &cidos grasos fueron metilados en presencia de H2SO4
y analizados mediante GC-MS. Previamente se identificaron esteres metilicos de los &cidos
grasos en CG-MS mediante el método (Olivares et al. 2009). El equipo de GC-MS utilizado
fue un HP-6890 (Hewlett Packard), equipado con un detector de ionizacién de llama y una
columna capilar con unas medidas de 30 m, 0,32 mm de didmetro interno y 0,25 um de

espesor de polietilenglicol (HP-Innowax).

La temperatura del programa fue de 170 °C a 245°C y tanto el inyector como el detector se
mantuvo a una temperatura de 250 °C, ademas, como gas de carga se utilizé helio a un flujo
de 2 mL/min. Para la identificacion de cada &cido graso se utilizaron estandares puros
(Sigma-Aldrich) y la concentracion final de cada &cido graso de calculé como el porcentaje
respecto al total de acidos grasos.

3.12. Extraccion de ADN genomico y metagenémica de la
subunidad del ARN ribosomal 165

Para la extraccion de ADN gendmico (ADNg), a partir de 200 mg de heces de ciego de cada
animal conservados a -80°C, se uso el kit comercial E.Z.N.A. DNA stool kit (Omega Bio-
Tek) dando lugar a 150 pL finales de ADNg. Las muestras puras de ADNg se cuantificaron
utilizando el espectrofotometro BioPhotometer (Eppendorf) y se diluyeron hasta conseguir
una concentracion de 6 ng/uL por muestra. Estas muestras diluidas se utilizaron para
amplificar por PCR 7 regiones hipervariables del ARN ribosomal 16S siguiendo el protocolo

del 16™ Metagenomics kit (Thermo Fischer Scientific).

Los productos amplificados se utilizaron para crear una libreria usando el lon Plus Fragment
Library Kit (Applied Biosystems Library Builder), las muestras se marcaron para su
reconocimiento con el kit lon Xpress™ Barcode Adapters 1-96 (Applied Biosystems). Para
la preparacion de los moldes se usé el sistema ION OneTouch™ 2 y el kit ION PGM™ Hi-
Q™ OT2 (Applied Biosystems).
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Para la secuenciacion metagendmica se utilizo el kit ION PGM™ HI-Q™ y el sistema ION
PGM™ (Applied Biosystems) usando los chips ION 314™ y2_ ION 316V v2 o el ION 318

v2 (Applied Biosystems) con varias muestras marcadas por chip.

3.13. Analisis filogenético de la secuenciacion

La secuenciacion se realizd como se ha descrito en el apartado anterior con un minimo de
100.000 lecturas por muestra de cada chip secuenciado. Los resultados se descargaron
mediante el programa informatico ION Reporter 5.6 (Thermo Fischer Scientific) y se
generaron tablas de calculo con la informacion individual de cada animal y de las cohortes
que participaban en cada ensayo. Los resultados de cada nivel taxonémico se expresaron

como el porcentaje que representan sobre el total de las secuencias mostradas.

3.14. Cultivo celular

3.14.1. Lineas celulares

Se realizaron ensayos de SCFAs frente a lineas celulares de CCR humano HCT116, HT29
y T84 (ATCC, EEUU). Las caracteristicas de cada linea son:

HCT116 HT29 T84
Tejido Colon Colon Colon
Morfologia Epitelial Epitelial Epitelial
Histologia Carcinoma Carcinoma Carcinoma
. Metastasis
Origen
Primario Primario derivada de
tumoral .
pulmén
APC, BRAF,
Genes APC, KRAS,
KRAS, PIK3CA PIK3CA, SKEEA, TR
L5 SMAD4, TP53 ’

Tabla 3: Caracteristicas de las 3 lineas celulares ensayadas.

Las 3 lineas celulares se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO2 en medio cultivo DMEM/F12
1:1 (Sigma Aldrich), suplementado con 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich), 10% de
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suero fetal bovino (SFB) (Sigma Aldrich) y los antibi6ticos penicilina (100 1U/mL) (Sigma
Aldrich) y estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma Aldrich).

Como células control se usdé la linea celular de fibroblastos de rifion de
hamster (Mesocricetus auratus), BHK-21[C-13] (ATCC, EEUU). Esta linea celular se
mantuvo a 37 °C y 5% de CO, en medio de cultivo Glasgow Minimum (Sigma Aldrich)
suplementado con 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich), 5% de solucion de caldo de
triptosa fosfato (Sigma Aldrich), 10% de SFB (Sigma Aldrich) y los antibidticos penicilina
(100 IU/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma Aldrich).

Las 4 lineas celulares se incubaron en las condiciones descritas anteriormente hasta llegar a
un 80% de confluencia, y posteriormente se tripsinizaron para despegar e individualizar las
células mediante la solucion de tripsina-EDTA 1x (Sigma-Aldrich) durante 7 mina 37°C y
5% de CO2. Una vez tripsinizadas, se bloqueo el proceso con 9 ml de medio cultivo
correspondiente y se contabilizaron manualmente mediante el uso de un hematocitémetro

para los diferentes estudios realizados.
3.14.2. Estudios de proliferacion celular

Los ensayos de viabilidad celular se realizaron en placas de 96 pocillos (SPL Life Sciences)
en las que se crecieron 2.500 células por pocillo para la linea celular control BHK-21[C-13],
5.000 celulas por pocillo de HCT116, 7.500 células de HT29 y 10.000 células de T84. Estas
diferencias se deben a las diferencias en la tasa de crecimiento que hay entre células. El
volumen final que se afiadié a cada pocillo fue de 100 pL, que se incubaron durante 24 h a
37 °C y 5% de COg, con el objeto de que las células se pudieran adherir a la base de los
pocillos. Trascurrido este periodo se afiadieron 10 pL de la concentracion 10x de SCFAs
(butirato y propionato de sodio, Alfa Aesar), a probar en cada linea celular y se dejé actuar
durante 48 h. Como control se afiadié agua molecular en las lineas celulares. Todas las

concentraciones se probaron por triplicado.

La viabilidad celular se analizé mediante el uso de la tincion vital rojo neutro (RN, 3-amino-
7-dimethylamino-2-methyl-phenazinehydrocloride, Sigma-Aldrich). Esta tincion va a ser
incorporada por las células viables, fijandose en los lisosomas, mientras que en las células

muertas este proceso no sucede.
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Trascurrido el tiempo de incubacion de los SCFAs a analizar, se afiadio el compuesto diluido
en el medio celular a una concentracion de 40 pg/ml, siguiendo un protocolo ya descrito
(Repetto et al. 2008), con una incubacién de 2 h a 37 °C y 5% de CO., y una posterior lectura
de absorbancia a DOseonm €n el lector de placas Glomax (Promega), tras los sucesivos pasos

de lavados y revelado.
3.14.3. Evaluacion de la muerte y ciclo celular

Para evaluar la muerte y ciclo celular se afiadieron entre 100.000 y 200.000 de células de las
3 lineas celulares en placas de 12 pocillos (Costar) con 2 ml de medio de cultivo durante 24
h. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron por triplicado 100 pL de la concentracion 10x

deseada de la mezcla de dos SCFAs a analizar, y de agua molecular como blanco.

Tras 48 h de incubacion, las células se separaron usando 0,5 ml de tripsina-EDTA 1x (Sigma-
Aldrich) en cada pocillo durante 7 min. Las células se lavaron dos veces con PBS (137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4y 1,8 mM KH2POQj) y se obtuvieron por centrifugacién
a 500 g durante 10 min.

Para evaluar la muerte celular, cada sedimento celular obtenido se incub6é 10 min con 400
pL de una mezcla compuesta de 40 pL de Binding Buffer Anexin V 10x (InmunoStep), 4
ML de anexina VV FITC (InmunoStep), 2 pL de ioduro de propidio 0,5 pg/ml (Sigma-Aldrich)
y 354 pL de agua.

Finalizada la incubacién, las muestras se analizaron en el citometro de flujo Celular
Cytomics F500 (Beckman Coulter) usando los detectores FL1 (525nm) frente a FL3 (620
nm) con un laser de excitacion de 488 nm hasta contabilizar 10.000 eventos celulares. Se
considera que la poblacién de células positiva para el marcaje con anexina V' y negativa para
el ioduro de propidio se encuentran en apoptosis temprana, positiva para ambas en apoptosis
tardia o necrosis y negativa en ambas para células vivas. Los datos fueron analizados

mediante el programa informatico RXP Analysis (Beckman Coulter).

En cuanto al ciclo celular, cada sedimento celular obtenido se incub6 5 min con 125 pL de
tripsina, seguido de una segunda incubacion de 10 min con 150 uL de inhibidor de tripsina
y una Gltima incubacion de 10 min con 150 pL de ioduro de propidio 40 uM. Finalizada la
incubacion, las muestras se analizaron en el citémetro de flujo Celular Cytomics F500
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(Beckman Coulter) usando el detector FL3 (620 nm), con un laser de excitacion de 488 nm,
hasta contabilizar 10.000 eventos celulares. Los datos fueron analizados mediante el

programa informatico ModFit LT (Verity software House).

3.15. Analisis estadisticos y representacion de datos

Los datos de cada grupo experimental fueron representados con la media aritmética + el error

de la media estandar.

Cada grupo se analiz6 mediante las pruebas de D" Agostino-Pearson y de Shapiro-Wilk para
identificar si seguian una distribucion de tipo Gaussiana (normalidad muestral). Cuando se
realizaron comparaciones estadisticas entre dos grupos se utilizaron pruebas paramétricas en
el caso de presentar normalidad muestral, en concreto, el t-test no pareada si se asumia
igualdad de varianzas, y el t-test con correccion de Welch cuando no habia igualdad de
varianzas. Si las muestras no presentaban una distribucion normal se utilizaba la prueba no

paramétrica de Mann-Whitney.

Para realizar los estudios estadisticos de méas de 2 grupos se utilizé la prueba de Tukey de
comparacion multiple cuando las muestras presentaban normalidad, y la prueba de Dunn de

comparacion multiple cundo no existia normalidad.
Finalmente, para estudiar datos cualitativos se usaron las pruebas de 2.

Las representaciones graficas fueron realizadas mediante el programa informatico GraphPad
Prism version 7 (GraphPad software). En todos los casos, se consideraron estadisticamente
significativos cuando el p-valor era menor de 0,05 (*: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005;
*xx%: n<0,0001).
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4.1. Estudio de alimentos carnicos funcionales enriquecidos con
acidos grasos monoinsaturados para la prevencion de CU en
un modelo animal.

En este estudio se utilizaron 30 ratas macho Fischer 344, divididas en 3 grupos de
alimentacion. 10 ratas se alimentaron con pienso, 10 ratas con jamon control (jamon celta)

y 10 ratas con jamon ibérico de bellota.
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Figura 11: Esquema de la composicién de los grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 3 grupos se les indujo CU
mediante la administracion de DSS al 3% y las otras 2 ratas de cada grupo se les administr6 agua de consumo sirviendo

como control absoluto.
Tras una semana de alimentacion, a 8 animales de cada grupo se les indujo CU mediante la
administracion durante una semana de DSS al 3% en agua de consumo. 2 ratas de cada grupo

se les administrd agua sin DSS como control absoluto. Las ratas se les dejo una semana de

recuperacion tras la administracion del DSS y se procedi6 al sacrificio.

4.1.1. Comparacion nutricional entre el jamoén control y el

jamon ibérico de bellota

Los dos tipos de jamon se analizaron con respecto a los porcentajes de humedad, proteina
total, grasa total, cloruros totales y cenizas totales. La principal diferencia aqui se asocié con
el contenido de grasa total, que fue ligeramente mayor en jamén de bellota (21,4%) que en
el jamon control (17,3%) [Tabla 1], mientras que, en el caso del pienso, el contenido de grasa
fue mucho menor (4%) [Tabla 1]. Con respecto a la composicidn especifica en acidos grasos

en el jamon de bellota, control y pienso, las principales diferencias entre jamén de bellota y
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jamén de control dependen del contenido de &cido oleico, el contenido de este &cido graso
monoinsaturado es mucho mas alto en el jamon de bellota (51,92%) que en el jamon control
(39,53%) y mas del doble que en el pienso (20,58%) [Tabla 2]. Ademas, los niveles de acidos
grasos -6, considerados compuestos proinflamatorios, son el doble en el jamén control
(20,84%) que en el jamon de bellota (11,74%) y casi 6 veces mayor en el pienso (58,82%).
Esta diferencia de contenido »-6 es responsable de una relacion -6/ ®-3 mucho més baja
en el jamodn de bellota (9,97) que en el jamdn control (17,56), porque el contenido de -3 es
muy similar entre ambos jamones [Tabla 2]. También se analizaron ambos tipos de jamoén
por su contenido en nitratos y nitritos, habiendo una gran diferencia con respecto a los
nitratos, cuya concentracion en jamén de bellota fue 12,5 veces menor (15,04 ppm) que en
el jamon control (188,67 ppm) [Tabla 1], debido a que el nitrato ni el nitrito se agregan como

conservantes alimentarios en la fabricacion del jamén de bellota.

4.1.2. Efecto de las dietas en los pesos de los animales y en el

indice de actividad de la enfermedad

En las tres cohortes, el peso corporal de los animales se vio afectado por el tratamiento con
DSS [Figura 12]. En la cohorte de pienso, 5 de los animales con CU no recuperaron la
ganancia de peso corporal después de finalizar el tratamiento con DSS [Figura 12A]. Estos
5 animales fueron en realidad aquellos que mas tarde, después del sacrificio, mostraron un
mayor indice de actividad de la enfermedad en la mucosa del colon (grados 3 y 4) [Figura
12E].

En la cohorte de jamdn control, 3 animales murieron al comienzo de la administracion de
DSS, y otros 3 animales murieron al final de este tratamiento [Figura 12B]. Estas 6 muertes
se debieron a hemorragias en el colon durante el inicio de la CU. Solo 2 ratas en la cohorte
de jamon control sobrevivieron hasta el sacrificio (ratas JC1 y JC5, con unos grados de indice
de actividad de la enfermedad de 0 y 1), ademas de las 2 ratas controles absolutos (JC9 y
JC10). Por lo tanto, durante el resto del estudio, y especialmente cuando se comparan
muestras bioldgicas, la mayoria de los analisis estadisticos se llevaron a cabo entre la cohorte
de jamon de bellota y la cohorte de pienso, ya que no fue apropiado introducir datos de solo

2 animales supervivientes de la cohorte de jamon control.
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En la cohorte de jamon de bellota, el peso corporal se ralentizd ligeramente durante el
tratamiento con DSS, pero este pardmetro se recuper6 después de que termind la

administracion de DSS. Esta recuperacion ocurrié en los 8 animales [Figura 12C].
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Figura 12: Efecto de la alimentacion sobre el peso corporal y el indice de actividad de la enfermedad (DAI). A, porcentaje de
reduccion de peso corporal en la cohorte pienso; B, en la cohorte de jamén control; C, en la cohorte de jamén de bellota; y
D, en las ratas de control absoluto (sin administracién de DSS). Los datos se tomaron todas las semanas a lo largo del
experimento de CU. El tratamiento de DSS tuvo lugar entre los dias 7 y 14 del experimento. Las ratas se sacrificaron 1
semana después del final de la administracién de DSS (dia 21). E, indice de actividad de la enfermedad (DAI) para las
cohortes de pienso (4 + 0,84) y de jamo6n de bellota (0,87 + 0,29). DAI es la suma de dos parametros: pérdida de peso
corporal (0, méas del 5% de ganancia de peso corporal; 1, menos del 5% de ganancia de peso corporal y menos del 5% de
pérdida de peso corporal; 2, del 5 al 10% de pérdida de peso corporal; 3, de 10 a 20% de pérdida de peso corporal; 4, mas
del 20% de pérdida de peso corporal) y consistencia de las heces (0, heces normales; 1, heces blandas; 2, diarrea acuosa;
3, diarrea viscosa con poca sangre; 4, diarrea acuosa severa con sangre).
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Finalmente, las ratas de control absoluto mostraron en todos los casos (pienso, jamon control
y jamén de bellota) una ganancia de peso corporal continua y normal a lo largo de las

semanas experimentales, y un indice de actividad de la enfermedad CU de 0 [Figura 12D].
4.1.3. Efecto del jamoén de bellota en parametros histolégicos

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la cohorte de jamén de

bellota y la cohorte de pienso en los casos de la evaluacion macroscopica de la CU
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Figura 13: Efecto del jamoén de bellota en las mediciones histologicas de colon. A, evaluacién del dafio macroscopico en la
CU: 1, sin ulceracion e hiperemia local; 2, ulceracion sin hiperemia; 3, ulceracion e inflamacién en un solo sitio; 4, dos 0 mas
sitios de ulceracion e inflamacién. B, indice de la alteracion del epitelio del colon: 0, sin alteracion; 1, pérdida focal de células
caliciformes; 2, pérdida extensa de células caliciformes; 3, pérdida de criptas menor que en el 50% de la superficie de la
mucosa; 4, pérdida de criptas en mas del 50% de la superficie de la mucosa y / o regeneracion polipoidea. C, densidad
celular inflamatoria en la mucosa del colon: 0, sin inflamacion; 1, inflamacién leve; 2, inflamacion moderada; 3, inflamacion

severa. D, ensayo de mieloperoxidasa (MPO).

(puntuacién del dafio de 0,12 en la cohorte de jamdn de bellota y 2,75 en la cohorte de pienso)
[Figura 13A], en el caso de alteracion del epitelio de colon (puntuacién de 2,50 en la cohorte

de jamon de bellota y 3,50 en la cohorte de pienso) [Figura 13B], y en el caso de la densidad
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celular inflamatoria en la mucosa del colon (puntuacion de 1,50 en la cohorte de jamon de
bellota y 2,50 en la cohorte de pienso) [Figura 13C].

Respecto al ensayo de mieloperoxidasa (MPO), los niveles medios de mieloperoxidasa en la
mucosa del colon de ratas alimentadas con jamén de bellota fueron mucho menores (0,13)
que en la cohorte de pienso (1,76), y esta diferencia fue estadisticamente significativa [Figura
13D].
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Figura 14: Efecto del jamon de bellota sobre los parametros del colon y del intestino delgado. Los circulos y cuadrados indican
el valor correspondiente para cada rata. A, porcentaje de reduccién de la longitud del colon, en comparacion con el valor
medio para animales de control absoluto en cada cohorte. B, presencia de cambios reparativos en la mucosa del colon: 0,
sin cambios reparativos; 1, cambios reparativos leves (menos del 50% de las ulceraciones de la superficie se vuelven a
reepitelizar); 2, cambios reparativos moderados (mas del 50% de las ulceraciones se vuelven a reepitelizar); 3, cambios
reparativos severos (reepitelizacion de ulceraciones totales). C, porcentaje de incremento en el nimero de placas de Peyer
hiperplasicas en el intestino delgado, en comparacion con el valor medio de los controles absolutos en cada cohorte. D,
ensayo de permeabilidad de Azul de Evans que indica alteraciones en la permeabilidad del colon (mas elevado en

condiciones de CU).

Otros tres parametros asociados a los estudios histoldgicos de colon no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el jamdn de bellota y las cohortes de alimento. Estos
parametros fueron la reduccién de la longitud del colon, parametro asociado a la severidad

del estado de CU, donde el valor medio en el jamon de bellota fue menor (14,67%) que en

107



RESULTADOS

el caso del valor medio para la cohorte de pienso (20,62%) [Figura 14A]. La presencia de
cambios reparativos en la mucosa del colon, un pardmetro que indica recuperacion tisular
después de la ulceracion de la mucosa del colon, en la cohorte de jamon de bellota el valor
de media de reepitelizacion (1,75) fue mayor que en la cohorte de pienso (1,12) [Figura
14B]. Respecto al numero de placas de Peyer hiperplasicas en el intestino delgado, en la
cohorte de jamon de bellota (aumento del 23,53%) el valor medio de las placas de Peyer
hiperplasicas fue menor que en la cohorte de pienso (aumento del 45,31%) [Figura 14C]. Y
finalmente, también se llevd a cabo el ensayo de permeabilidad intestinal de azul de Evans,
que no mostro diferencias estadisticamente significativas entre la cohorte de jamén de

bellota (0,06 ug / ml) y la cohorte de pienso (0,10 pg / ml). [Figura 14D].

4.1.4. Efecto del jamoén de bellota sobre los niveles

plasmaticos de citoquinas y la capacidad antioxidante

La cohorte de ratas alimentadas con jamén de bellota mostré una capacidad antioxidante
total (FRAP) mucho mayor en el plasma sanguineo (453,82 uM Trolox equivalente) que las
ratas de la cohorte alimentadas con pienso (315,41 uM Trolox equivalente), y esta diferencia

fue estadisticamente significativa [Figura 15A].

Con respecto a los dos tipos de citoquinas donde se observaron diferencias principales entre
ratas de las cohortes de pienso y de las de jamon de bellota, IL-17, IFN-y y TGF-f, se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas solo en los casos de la IL-17
proinflamatoria (valor medio de 3,62 pg / ml en la cohorte de jamén de bellota y 15,92 pg /
ml de valor medio en la cohorte de pienso) [Figura 15B] e IFN-y (173,81 pg / ml de valor
medio en la cohorte de jamén de bellota y 221,96 pg / ml de media valor en la cohorte de

pienso) [Figura 15C].
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Figura 15: Efecto de la capacidad antioxidante total y los niveles de citoquinas en plasma sanguineo. A, capacidad
antioxidante total (FRAP). B, niveles plasmaticos medios de la citoquina IL-17 proinflamatoria. C, niveles plasmaticos medios
de interferén-y (IFN-y).

4.1.5. Efecto del jamoén de bellota sobre la concentracion de

SCFAs en heces de ciego intestinal

Se midieron diversos SCFAs por GC-MS en las heces del ciego recogidas durante los
sacrificios. Estos SCFAs fueron los acidos propidnico, butirico, isobutirico, valérico,
isovalérico y hexanoico, que son compuestos con gran importancia en la homeostasis del
colon y en el estado de salud. En estas cuantificaciones, se usaron estandares deuterados para
las mediciones (ver seccién de materiales y métodos). Se observaron concentraciones
estadisticamente significativas mas altas en la cohorte de jamdn de bellota en los casos de
acido isobutirico (valores medios de 2,06 mM frente a 1,62 mM en la cohorte del pienso)
[Figura 16A], &cido isovalérico (0,0098 mM en jamon de bellota y 0,0023 mM en la cohorte
de pienso) [Figura 16B], y acido valérico (0,14 mM en la cohorte de jamén de bellota y
0,063 mM en la cohorte de pienso) [Figura 16C]. El valor medio para la concentracion de
acido propidnico en los ciegos de animales de la cohorte de jamon de bellota (0,8546 mM)

fue mayor que en la cohorte de pienso (0,7851 mM), pero esta diferencia no fue
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estadisticamente significativa [Figura 16D]. Finalmente, el valor medio del &cido butirico
fue mayor en la cohorte de pienso (0,98 mM) que en la cohorte de jamon de bellota (0,32
mM) [Figura 16E].
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Figura 16: Efecto del jamdn de bellota en la concentracion de SCFA en heces de ciego. A, concentracion (mM) de acido
isobutirico en heces del ciego. B, concentracién (mM) de acido isovalérico en heces del ciego. C, concentracion (mM) de
acido valérico en heces del ciego. D, concentracion (mM) de acido propiénico en las heces del ciego. E, concentracién (mM)
de &cido butirico en las heces del ciego.
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4.1.6. Efecto del jamoén de bellota en la concentracion de

acidos grasos en plasma sanguineo

La Tabla 4 muestra los porcentajes para cada acido graso en plasma sanguineo de ratas de la
cohorte de jamén de bellota y ratas de la cohorte de pienso. De acuerdo con el tipo de
alimento en cada caso, los animales de la cohorte de jamon de bellota mostraron niveles
plasméticos més altos del acido graso monoinsaturado acido oleico (31,61%). Este valor fue
el doble que el contenido de acido oleico en las ratas de la cohorte de pienso (16,21%), y la

diferencia fue estadisticamente significativa [Figura 17A].

NIVELES PLASMATICOSEN  NIVELES PLASMATICOSEN

ACIDOS GRASOS LA COHORTE DE RATAS DE LA COHORTE DE RATAS DE

JAMON DE BELLOTA PIENSO
% %
C14:0 Miristico 0,87 0,881
C16:0 Palmitico 21,98 25,598
C16:1n7 Palmitoleico 1,51 3.420
G17:0 Margarico 0,59 0775
c18:0 Estearico 13.40 11,693
c18:1 Oleico 31.61 16,215
C18:1n-7 11-Octadecanoico 515 3.928
C18:2n6 Linoleico 10,56 20,052
C18:3n3 a-linolénico 0,73 1,131
C20:0 Araquidico 0,19 0,12
C20:1n9 Eicosenoico 1,02 0,812
C20:4n6 Aragquidonico 10,03 12,274
C22:4n6 Adrénico 1,20 1,320
C22:5n3 Docosapentaenoico 0,45 0,512
C22:6n3 Docosahexaencico 1.10 1,389
100% 100%
®-3 2,28 3.032
o-6 21,78 33,646
o-6/@-3 24,07 36,678

Tabla 4: Niveles medios de acidos grasos en el plasma sanguineo de las cohortes de ratas pertenecientes al jamoén de bellota
y de pienso. Se muestran los porcentajes para cada acido graso. Los datos incluyen acidos grasos saturados (como acido
miristico o acido palmitico), monoinsaturados (como acido oleico o acido palmitoleico), w-6 (como &cido linoleico o &cido
araquiddnico) y w-3 (como a-linolénico o DHA). La relacién w-6 / w-3 es un pardmetro muy importante con respecto a los
problemas de salud del animal, esta relacion se muestra en la parte inferior de la tabla para los dos tipos de plasma

sanguineo.
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Por el contrario, el contenido plasmatico del acido linoleico (acido graso w-6) fue mucho
mayor en animales de la cohorte de pienso (20,05%) que en la cohorte de jamon de bellota
(10,56%) [Tabla 4], y esta diferencia fue estadisticamente significativa [Figura 17D]. Como
este es el principal &cido graso »-6 presente en dichos plasmas sanguineos, esta diferencia
provocO un mayor contenido total de ®-6 en el plasma de los animales de la cohorte de
pienso (33,64%) frente a los de la cohorte de jamon de bellota (21,79%). También causé que
la proporcion de -6 / m-3 en animales de la cohorte de pienso fuera mucho mayor (36,67)
que en la cohorte de jamon de bellota (24,07) [Tabla 4]. Ambas diferencias, el contenido

total de -6 y la relacion w-6 / -3 fueron estadisticamente significativas [Figura 17B y C].
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Figura 17: Efecto del jamon de bellota en los niveles plasmaticos de acidos grasos de cadena corta. A, niveles plasmaticos
de acido oleico en ambas cohortes de ratas. B, niveles plasmaticos de acidos grasos omega-6 en ambas cohortes de ratas.
C, proporcién plasmatica de omega-6 / omega-3 en ambas cohortes de ratas. D, niveles plasmaticos de &cido linolénico en
ambas cohortes de ratas.

4.1.7. Efecto del jamoén de bellota sobre la composicion de la

microbiota intestinal

La principal diferencia a nivel de filo entre las tres cohortes secuenciadas, es que en las ratas

utilizadas de control absoluto (aquellas que carecen del tratamiento de DSS) ambas dietas
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de jamén mostraron un aumento similar en Bacteroidetes (44% en ambas cohortes de jamén
frente a 13% en la cohorte de pienso) y Proteobacteria (21% en ambas cohortes de jamén
frente a menos del 1% en la cohorte de pienso) y una disminucion similar en Firmicutes
(34% en ambas cohortes de jamon frente al 84% en la cohorte de pienso) [Figura 18], con
respecto a la cohorte de ratas alimentadas con pienso. La distribucion de estos filos en las
ratas tratadas con DSS disminuy6 a lo largo de los nimeros mostrados anteriormente para
los animales de control absoluto, con la excepcion de la rata P4 (y en menor medida, la rata

P3) de la cohorte de pienso, que mostrd una profundidad disbiosis [Figura 18].
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Figura 18: Composicion de la microbiota intestinal (Filo). Composiciéon a nivel de Filos (Verrucomicrobia, Tenericutes,
Proteobacteria, Firmicutes, Deferribacteres, Bacteroidetes y Actinobacteria) para todos los animales supervivientes en este
estudio. A, animales de la cohorte de pienso; B, animales de la cohorte de jamén control; C, animales de la cohorte de jamén

de bellota. P: pienso, C: jamén control; B: jamo6n de bellota.

La composicion de la microbiota a nivel de familia, en general, la composicion de familias
en ambos tipos de cohortes de jamén fue muy similar, y bastante diferente de los animales
de la cohorte de pienso [Figura 19]. Los animales de la cohorte de jamoén de bellota
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mostraron una proporcion relativamente mayor de Coriobacteriaceae (Actinobacteria),
Bacteroidaceae y Rikenellaceae (Bacteroidetes), Desulfovibrionaceae y Sutterellaceae
(Proteobacteria), Staphylococcaceae, Eubacteriaceae y Erysipelotrichaceae (Firmicutes).
Estos animales mostraron una menor proporcion de Prevotellaceae (Bacteroidetes),
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae y Lactobacillaceae (Firmicutes) en comparacion con
los animales de la cohorte de pienso [Figuras 19 y 20]. La principal excepcién a este nivel
entre ambas cohortes de jamon es la presencia de un 11% de Enterococcaceae solo en los
dos animales que sobrevivieron al tratamiento de DSS en el caso de la cohorte de jamén

control [Figuras 19 y 20].
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Figura 19: Composicion de la microbiota intestinal (Familias). Composicion a nivel de familias para todos los animales
supervivientes en este estudio. A, animales de la cohorte de pienso; B animales de la cohorte de jamén control; C, animales

de la cohorte de jamoén de bellota. P: pienso, C: jamén control; B: jamén de bellota.

Los animales tratados con DSS de cada cohorte mostraron una distribucion familiar similar
a la de sus comparieros que no se les indujo CU. La excepcién, nuevamente, fue para los
animales P3 y P4 de la cohorte de pienso [Figura 19]. También es de interés la presencia
significativa (13% del total) de la familia Enterococcaceae en los dos animales

supervivientes (después del tratamiento con DSS) de la cohorte de jamoén control. La
proporcion de esta familia en uno de los animales control de la misma cohorte es de alrededor
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del 1%, y en todos los otros animales del experimento, esta familia estd minimamente

presente o esta totalmente ausente.
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Figura 20: Composicion de la microbiota intestinal (filo). Los animales de control absoluto (aquellos que no recibieron el
tratamiento de DSS), mostraron diferencias importantes de microbiota, debido a las diferentes composiciones de dieta. Los
animales de la cohorte de alimentacién contenian principalmente Firmicutes (85%) y Bacteroidetes (14%). Sin embargo,
ambos tipos de animales de cohortes de jamén mostraron un claro aumento en las poblaciones de Bacteroidetes (35%) y en
Proteobacteria (25%), con claras reducciones en las poblaciones de Firmicutes. Ademas, el filo Actinobacteria solo aparecio
en ambas cohortes de jamon. F: pienso, C: jamén control; A: jamén de bellota.

4.2. Estudio de alimentos carnicos funcionales con antocianinas
para la prevencion de CCR en un modelo animal.

En este estudio se emplearon 30 ratas macho Fischer 344 divididas en 3 grupos de
alimentacion: pienso, salchichas control y salchichas funcionales con antocianinas (10% de
una combinacion de mora y fresa). Tras una semana del comienzo de la alimentacion, a 8

ratas de cada grupo se les indujo CCR mediante dos dosis intraperitoneales de AOM a 10

mg/kg separadas por una semana.
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Para potenciar el efecto del AOM se les administro DSS al 3% una semana posterior a la
segunda dosis de AOM y en la semana 15 se les administré una segunda dosis de DSS al
2%.
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Figura 21: Esquema de la composicién de los grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 3 grupos de les indujo CCR
mediante la administracién de dos dosis de AOM y 2 periodos de DSS al 3% y 2%. Las otras 2 ratas de cada grupo no se les
administro el tratamiento sirviendo como control absoluto.

El DSS produce CU que va a promover con una inflamacion cronica el desarrollo del CCR.
2 ratas de cada grupo fueron utilizadas como control absoluto, por lo que no se les administrd
el AOM ni el DSS. La duracion total del experimento fue de 20 semanas tras la primera dosis

de AOM que se considerd como la primera semana experimental.

4.2.1. Efecto de las salchichas funcionales sobre el peso

corporal

Los animales de las tres cohortes mantuvieron un aumento de peso constante a lo largo de
las 20 semanas experimentales (La primera dosis de AOM para la induccion de CCR tuvo
lugar en la semana 3). Sin embargo, en la figura 22A es evidente que durante las dos semanas
de tratamiento con DSS (semanas 4 y 15), los animales de la cohorte de pienso sufrieron una
ralentizacion en el aumento de peso. La rata numero 3 de la cohorte de pienso muri6 durante
el segundo tratamiento de DSS como consecuencia de una hemorragia rectal intensa causada
por la induccion de CU transitoria, que fue un paso proinflamatorio necesario para aumentar

el desarrollo del CCR y obtener mejores resultados.
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Cuando los animales fueron sacrificados, el valor promedio del peso para la cohorte de
pienso fue de 311,2 + 39,6 g, para la cohorte de salchichas control fue 341,0 + 25,6 g y para

la cohorte de salchichas funcionales fue de 354,7 £ 15,1 g.
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Figura 22: A, Evolucion del peso corporal durante todo el experimento para las ocho ratas tratadas para inducirles CCR en
las tres cohortes. El peso corporal se midié en las semanas 1, 2, 3, 4, 7, 15y 20; B, Evoluciéon del peso corporal a lo largo de
todo el experimento para los dos controles absolutos (sin inducciéon de CCR) en las tres cohortes. El peso corporal se midio
en las semanas 1, 2, 3, 4, 7, 15y 20. P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte de salchichas
funcionales.

En la figura 22B se muestra la gréfica relativa a los animales utilizados como control
absoluto (ratas 9 y 10 de cada cohorte), el aumento de peso corporal fue mas constante
durante todo el experimento, ya que estos animales no se les administr6 AOM ni DSS.
Cuando estos animales fueron sacrificados, el valor medio para la cohorte de pienso fue de
4255 £+ 26,1 g, en la cohorte de salchichas control el peso fue de 342,5 + 7,7 g y para la

cohorte de salchichas funcionales fue de 367,0 £ 7,0 g.

4.2.2. Efecto de las salchichas funcionales sobre el nimero de

placas de Peyer hiperplasicas

Tras el sacrificio se cuantificaron el nimero de placas de Peyer hiperplésicas presentes en la
superficie del intestino delgado. Las placas de Peyer son parte del sistema inmune presentes
en la mucosa del intestino delgado y contienen grandes cantidades de linfocitos. Estos
nodulos linfoides pueden volverse hiperplasicos como respuesta a un dafio o infeccion y, por
lo tanto, son facilmente visibles en el intestino delgado como protuberancias redondeadas y

blanguecinas sobre la mucosa [Figura 23B].
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En este estudio, los animales control de las 3 cohortes de alimentacion tuvieron un valor
medio de 5,83+ 0,16, este valor se incremento en los animales a los que se les indujo CCR
debido a los dafios de esta enfermedad. El valor promedio en la cohorte de salchichas control
fue de 11,8 + 0,6 placas, mientras que en la cohorte de pienso fue de 8,7 £+ 0,4. Este descenso

en el numero fue estadisticamente significativo (p-valor de 0,0032).
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Figura 23: A, Numero medio de placas de Peyer hiperplasicas en cada cohorte de alimentacion (8 ratas de cada grupo que
se les indujo CCR) con diferencias significativas entre ellos; B, Imagen que muestra una placa de Peyer hiperplasica sobre
la superficie del intestino delgado, aparece como una protuberancia redondeada y blanquecina de unos 2-3 mm de didametro
(flecha negra). P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte de salchichas funcionales.

En la cohorte con alimentacién de salchichas funcionales el valor medio de las placas de
Peyer fue de 8,6 + 0,6, siendo este descenso respecto a la cohorte de salchichas control

estadisticamente significativo (p-valor de 0,0018) [Figura 23A].

4.2.3. Efecto de las salchichas funcionales sobre la capacidad

antioxidante en plasma sanguineo

A partir del plasma sanguineo extraido en el sacrificio, se cuantificé los niveles antioxidantes

presentes en el.

Las ratas alimentadas con salchichas funcionales presentaron niveles de antioxidantes mas
elevados, 376,8 + 38,3 UM, mientras que las salchichas control presentaron valores de 309

+ 37,9 uM, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Si se observaron diferencias significativas en la cohorte alimentada con pienso (valores de
254,2 + 15,7 uM) cuando se comparaba con la cohorte alimentada con salchichas funcionales
(p-valor de 0,048) [Figura 24].
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Figura 24: Valor medio de la capacidad antioxidante total en sangre de las 8 ratas con CCR de cada cohorte de alimentacion
medido en equivalentes Trolox (uUM). P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte de salchichas
funcionales.

4.2.4. Efecto de las salchichas funcionales sobre el peso del

ciego

Se pesaron los ciegos de cada animal tras el sacrificio, observandose diferencias
significativas (p-valor de 0,0001) entre los valores medios de la cohorte de pienso (6,1 + 0,4
g) y los valores medios de las cohortes de salchicha control (3,67 £ 0,1 g) y la de salchicha
funcional (3,85 + 0,2 g) [Figura 25].
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Figura 25: Valor medio en gramos del peso del ciego para las 3 cohortes de alimentacion, siendo incluidos las 8 ratas de
cada grupo a las que se las indujo CCR. P: cohorte de pienso, SC: cohorte de salchichas control, SF: cohorte de salchichas

funcionales.
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4.2.5. Efecto de las salchichas funcionales sobre el nimero de

tumores y el area intestinal afectada

Tras el sacrificio se analiz6 la mucosa coldnica para determinar el nimero de po6lipos
presente en cada animal a los que se les indujo CCR (8 animales de cada cohorte). En este
ensayo se contabilizaron los polipos macroscépicos que variaron en un tamario entre 1y 11

mm de didmetro.

El nimero de medio de pdlipos disminuyé un 46,4% en la cohorte de salchichas funcionales
(31,8 = 3,3) respecto a la cohorte de pienso (58,5 + 9,5), siendo una diferencia
estadisticamente significativa (p-valor de 0,0241). Sin embargo, no se observé una
diferencia estadisticamente significativa cuando se compard la cohorte de salchicha

funcional con la de salchicha control (44,5 * 6,2) [Figura 26A].

110 - .
100+ .
90-
80+ -
w [ ]
2 701 1800~ .
2 40l 1600~
4] L (]
3 £ 1400
o -
g % E . £ 1200
; 40 . . € 1000-
301 T £ 8001 e
» . st = 600 st
] ’ & 4007 % B el
104 200+ * .
Ap
0 T T T 0 ! ! ‘I
P sC SF P SC SF

Figura 26: A, Valor medio de los pdlipos del intestino grueso en las 8 ratas que se les indujeron CCR en cada cohorte de
alimentacion. Las ratas utilizadas como control absoluto (ratas 9 y 10 de cada cohorte) no mostraron ningun tipo de lesion
en la mucosa colbnica; B, Valor medio del area del intestino grueso afectada por tumores. Para cada animal se calculé el
area individual de cada pélipo sumandose todos y generando la media de cada cohorte. P: cohorte de pienso, SC: cohorte
de salchichas control, SF: cohorte de salchichas funcionales.

Por otro lado, se midi6 cada pdlipo calculando el area que ocupaba del intestino grueso de
cada animal. Al final se calcul6 la media de cada cohorte de alimentacion, mostrando en la
cohorte de salchichas funcionales (313,1 + 85,3 mm?) una reduccion del 35,4% del area
afectado respecto a la cohorte de pienso (484,8 + 76,6 mm?) y del 42,2% respecto a la cohorte
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de salchicha control (541,8 + 174,1 mm?). Sin embargo, estas reducciones no fueron

estadisticamente significativas [Figura 26B].

4.2.6. Efecto de las salchichas funcionales sobre Ila

composicion de la microbiota intestinal

La secuenciacion metagendémica de la microbiota intestinal mostro diferencias a nivel de la
composicion de los filos cuando se compara la cohorte de pienso con las de salchicha control

y salchicha funcional [Tabla 5].

La principal diferencia entre estas cohortes es la casi ausencia del filo Proteobacteria en la
cohorte de pienso (0,3%), mientras que este filo es el segundo mas comun en la cohorte de
salchicha control (15,8%) y el tercero mas comun en la cohorte de salchicha funcional
(10,4%) [Tabla 5].

Pienso (%) Salchicha control (%) Salchicha funcional (%)
Actinobacteria 0,06 1.22 1,08
Bacteroidetes 16,42 12.44 12,11
Firmicutes 83,00 69,61 75,18
Proteobacteria 0,32 15.84 10,49
Spirochaetes 0,00 0,01 0,02
Synergistetes 0,00 0,02 0,06
Tenericutes 0,18 0,00 0,01
Verrucomicrobia 0,01 0,85 0,87
Deferribacteretes 0,00 0,02 0,19

Tabla 5: Media del porcentaje de la composicion de la microbiota intestinal a nivel de Filo en las 3 cohortes de alimentacion
estudiadas.

Ademas, se encontré una mayor biodiversidad en las dos cohortes de salchichas, como lo
demuestra el niamero de filos (aunque en bajas proporciones) presente en su composicion
[Tabla 5].

Al analizar las proporciones de los filos en las 20 ratas de las cohortes de salchichas (control
y funcional), se encuentra una distribucién homogénea entre todas las ratas de cada cohorte
[Figura 27], siendo Firmicutes el filo predominante (82,9 % en la cohorte de pienso) con un
69,6 % en la cohorte de salchicha control y un 75,1 % en la cohorte de salchicha funcional
[Tabla 5].
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Figura 27: Composicién de la microbiota intestinal, a nivel de filo, en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchichas
control (SC1 a SC10), y en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchichas funcionales (SF1 a SF10). SC: cohorte de
salchicha control, SF: cohorte de salchicha funcional.

En el caso de las ratas pertenecientes a la cohorte de salchicha control, el segundo filo mas
abundante es Proteobacteria, pero en el caso de la cohorte de salchicha funcional, el segundo
filo mas abundante es Bacteroidetes (12,1 %, mientras que en la cohorte de salchichas
control es un 12,4%) [Figura 27].

A nivel de familias, las dos cohortes alimentadas con productos carnicos mostraron
composiciones similares [Figuras 28 y 29], pero con claros incrementos de distintas familias
con respecto a la cohorte de pienso. Por ejemplo, Lactobacillaceae es mas abundante en las
cohortes de salchichas control y funcional (32,80 % y 33,23 % respectivamente, frente al
7,72 % en la cohorte de pienso), asi como Desulfovibrionaceae (11,09 % y 7,96 % en las
cohortes de salchichas, frente al 0,26 % en la cohorte de pienso), Bacteroidaceae (4,44 %y
3,51 % respectivamente, frente al 1,93 % en la cohorte de pienso), Enterobacteriaceae
(4,65% y 2,38% respectivamente, frente al 0% en la cohorte de pienso), y Coriobacteriaceae

(1.04% en ambos, frente al 0% en la cohorte de pienso) [Figura 28].
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Figura 28: Diferencias en la composicién media de la microbiota intestinal a nivel de familias para las ratas pertenecientes a

ambas cohortes de salchichas. SC: cohorte de salchicha control, SF: cohorte de salchicha funcional.
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Figura 29: Composicion de la microbiota intestinal a nivel de familias en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchicha
control (SC1 a SC10) y en las ratas pertenecientes a la cohorte de salchicha funcional (SF1 a SF10). SC: cohorte de salchicha

control, SF: cohorte de salchicha funcional.

En ambas cohortes de salchichas, las principales diferencias a nivel de familias se observan
con respecto a tres [Figura 28 y 29]. Clostridiaceae es una familia mas abundante en la
cohorte de salchicha funcional (10,56 %) frente a la cohorte de salchicha control (8,28 %).
Desulfovibrionaceae y Enterobacteriaceae estan menos presentes en la cohorte de salchicha
funcional (7,96 % y 2,38 % respectivamente) con respecto a la cohorte de salchicha control
(11,09 % y 4,65 % respectivamente).

A nivel de género y especie, la Unica diferencia significativa se encontré en la familia
Desulfovibrionaceae en particular en la especie Bilophila wadsworthia, que representa el
7,90 % en la cohorte de salchicha control, frente a solo un 4,94 % en las ratas de la cohorte
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de salchicha funcional. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas con un p-
valor de 0,1 [Figura 30].
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Figura 30: Diferencias en la composicién de Bilophila wadsworthia para las ratas pertenecientes a la cohorte de salchicha

control y la cohorte de salchicha funcional. SC: cohorte de salchicha control, SF: cohorte de salchicha funcional.

4.3. Estudio de alimentos carnicos funcionales con prebioéticos
derivados de lactulosa para la prevencion de CCR en un
modelo animal

En este experimento, se utilizaron 20 ratas macho Fischer 344 divididas en dos grupos de
alimentacién: un grupo de pienso como control y un grupo de GOS-Lu. Ambos grupos
fueron alimentados con pienso ad libitum y en el grupo experimental se afiadié un 10% (p/v)

del prebidtico GOS-Lu disuelto en el agua de bebida.

Tras la primera semana de alimentacién, a 8 de los 10 animales de cada grupo, se administrd
intraperitonealmente 2 dosis de AOM a 10 mg / kg, separados entre si por una semana, para
inducir CCR. Una semana posterior a la segunda dosis, se administra DSS al 3%, y en la
semana se lleva a cabo la segunda administracion de DSS al 2 % para inducir CU y promover
una inflamacion sistémica que promueva el desarrollo del CCR. A 2 ratas de cada grupo no
se les realizo el tratamiento de induccion de CCR sirviendo como control absoluto del grupo.
La duracion total del experimento fue de 20 semanas empezando a contar tras la primera
dosis de AOM
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Figura 31: Esquema de la composicién de los 2 grupos experimentales. 8 ratas de cada uno de los 2 grupos de les indujo
CCR mediante la administracién de dos dosis de AOM y 2 periodos de DSS al 3% y 2%. Las otras 2 ratas de cada grupo no
se les administré el tratamiento sirviendo como control absoluto.

4.3.1. Efecto del GOS-Lu sobre el peso corporal

Todos los animales de las dos cohortes mantuvieron una ganancia de peso constante a lo

largo de las 20 semanas del experimento [Figura 32].

La rata nimero 3 de la cohorte de pienso murié durante la segunda semana de administracion
del DSS como consecuencia de un intenso sangrado rectal causado por el episodio de CU,
un paso proinflamatorio necesario para aumentar los nameros finales (y el volumen) de los

tumores generados por AOM.
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Figura 32: Evolucion del peso corporal a lo largo de todo el experimento para las 8 ratas con induccion de CCR en las dos
cohortes: pienso control (circulos) y GOS-Lu (cuadrados). El peso corporal se midié en las semanas 1, 2, 3, 4, 7, 15y 20.

Tras el sacrificio el valor medio del peso en la cohorte de pienso fue de 391,1 £ 40,5 g,
mientras que en la cohorte de GOS-Lu fue de 367,1 £ 17,3 g.
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4.3.2. Efecto del GOS-Lu sobre el peso del ciego intestinal

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios del peso del
ciego entre las cohortes de pienso y de GOS-Lu. El grupo de GOS-Lu mostr6 un valor de
7,63 £ 0,4 g de media mientras que el grupo de pienso su media fue de 5,64 + 0,4 g, siendo
el incremento del 35,28 % [Figura 33]. Esto se debe fundamentalmente a que la fermentacion
en estos animales da comienzo en este érgano, estimulando poblaciones bacterianas causada

por la presencia de compuestos prebioticos.
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Figura 33: Valores medios del peso del ciego para cada una de las dos cohortes. El aumento de peso en la cohorte GOS-Lu
fue estadisticamente significativo (p-valor de 0,001).
4.3.3. Efecto del GOS-Lu sobre el numero de pédlipos y la

extension colénica afectada

Tras el sacrificio se analizé la mucosa del colon de cada animal determinando el nimero de
polipos, en este estudio los polipos tuvieron una variacion de tamario que fue desde 1 a 9,5
mm de diametro. Se observd una reduccion dréstica en el nimero de polipos de un 57,5 %
que fue estadisticamente significativa (p-valor de 0,0022), teniendo la cohorte de pienso un
namero de 58,5 + 9,5 pblipos y la cohorte de GOS-Lu 24,8 + 1,5 polipos [Figura 34A].

Posteriormente se calculé el area de cada polipo presente en la mucosa del colon de los
animales, sumando el total de cada uno y realizando la media de la extension afectada en
cada cohorte. Se observo una reduccion significativa (p-valor de 0,0075) de un 50,4% de
extension afectada en la cohorte de GOS-Lu (240 + 28,1 mm?) con respecto a la cohorte de
pienso (484,8 + 76,6 mm?) [Figura 34B].
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Figura 34: (A) Valor medio del nimero de pdlipos en el colon de cada cohorte (ratas 1 a 8 en cada caso). (B) Valor medio del
area de los polipos de cada cohorte. Para cada animal, se calcul6 el area de cada pdlipo individual, y luego se sumaron estos

valores, representando la media de cada grupo en mm2.

4.3.4. Efecto del GOS-Lu sobre la concentracion de SCFAs en

heces del ciego intestinal

Se identificaron y cuantificaron 6 SCFAs a partir de contenido del ciego de cada animal:
propionato, butirato, isobutirato, valerato, isovalerato y hexanoato.

Solo las concentraciones intestinales de propionato fueron estadisticamente significativas,
con una produccion un 56,9 % mayor en la cohorte GOS-Lu con respecto a la de pienso
[Figura 35A]. Todos los demés SCFA analizados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque el butirato y el hexanoato mostraron niveles mas bajos en la cohorte
de GOS-Lu [Figura 35B y C].
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Figura 35: (A) Concentraciones de propionato cecal en las cohortes de pienso (0,86 + 0,1) y GOS-Lu (1,35 + 0,03). Esta
diferencia fue estadisticamente significativa (p-valor de 0,003). (B) Concentraciones de butirato cecal en las cohortes de
pienso (1,29 + 0,2) y GOS-Lu (0,51 + 0,1). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (C) Concentraciones de
hexanoato cecal en las cohortes de pienso (0,73 + 0,2) y GOS-Lu (0,13 £ 0,06). Esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. (D) Concentraciones de valerato cecal en las cohortes de pienso (0,07 + 0,004) y GOS-Lu (0,06 + 0,008). Esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. (E) Concentraciones de isobutirato cecal en las cohortes de pienso (0,04 +
0,01) y GOS-Lu (0,03 + 0,009). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa. (F) Concentraciones de isovalerato cecal
en las cohortes de pienso (0,004 + 0,0007) y GOS-Lu (0,003 + 0,0006). Esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

4.3.5. Efecto del GOS-Lu sobre la composicion de 1la

microbiota intestinal

La secuenciacidbn metagendmica intestinal de las dos cohortes mostré diferencias
considerables en las composiciones de filos al comparar ambas cohortes [Tabla 6]. Las
principales diferencias entre estas cohortes fue una proporcion un 39,18 % mayor de
Bacteroidetes en la cohorte GOS-Lu, una reduccion del 19,35 % en las poblaciones de
Firmicutes en la cohorte GOS-Lu, y la casi ausencia de Proteobacterias en las ratas de la
cohorte de pienso (0,34%), mientras que las Proteobacterias son el tercer filo mas comun
en la cohorte de GOS-Lu (9,49 %) [Tabla 6]. El filo predominante en ambas cohortes fue
Firmicutes (69,14 % en la cohorte de pienso frente al 55,76 % en la cohorte de GOS-Lu)
[Tabla 5]. En la cohorte de GOS-Lu también se produjo un aumento de la abundancia de
Actinobacteria y una disminucion de Tenericutes [Tabla 6].
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Porcentaje de: Pienso GOS-Lu
Actinobacteria® 1 2,58
Bacterotdetes”® 22,51 31,33
Firmicutes™ 09,14 55,70
Proteobacteria 0,34 9,49
Synergistetes” 0,06 0,12
Tenericiites™ 0,31 0
Verriicomicrobia 0,53 0,68
Deferribacteres 0,07 0,03
Spirochaetes 0,01 0

Tabla 6: Composicion de la microbiota intestinal a nivel de filo para las dos cohortes estudiadas, mostrando la media del
porcentaje respecto al total. El * indica diferencias estadisticamente significativas (p-valores de 0,008 para Actinobacteria,
0,035 para Bacteroidetes, 0,042 para Firmicutes, 0,029 para Synergistetes y 0,002 para Tenericutes).

La relacion Firmicutes / Bacteroidetes, descrita como un marcador asociado a obesidad,
mostrd que fue significativamente mayor en la cohorte de pienso 3,86 + 0,75 que en la
cohorte de GOS-Lu 1,95 + 0.25 (p-valor de 0,03) [Figura 36].
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Figura 36: Representacion gréafica de la relacion Firmicutes / Bacteroidetes en ambas cohortes.

Como una descripcion general de la composicion de la microbiota intestinal, el indice de
diversidad de Shannon se incremento en la cohorte de GOS-Lu [Figura 37A]. Los indices de
diversidad de Chao y Simpson también indican un aumento en la diversidad de la microbiota
intestinal en la cohorte GOS-Lu [Figura 37B y C]. Al analizar las proporciones individuales
a nivel de filo en estas 19 ratas, se encontro una distribucién homogénea entre todas las ratas

de cada cohorte.
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Figura 37: indices de diversidad de la microbiota intestinal en cada cohorte. (A) El indice de Shannon es de 3,47 + 0,17 para
la cohorte de pienso y 4,32 + 0,09 para la cohorte de GOS-Lu (diferencias estadisticamente significativas, con un p-valor de
0,0004). (B) El indice de Chao es de 33,56 + 3,66 para la cohorte de pienso y 46,2 + 1,13 para la cohorte de GOS-Lu
(diferencias estadisticamente significativas, con un p-valor de 0,0086). (C) El indice de Simpson es de 0,8494 + 0.02 para la
cohorte de pienso y 0,9177 + 0,01 para la cohorte de GOS-Lu (diferencias estadisticamente significativas, con un p-valor de
0,0086).

La microbiota a nivel de familias muestra una diferencia de composicién: en la cohorte de
pienso, las familias mas abundantes fueron Lachnospiraceae (33,47 %),
Porphyromonadaceae (14,17 %), Clostridiaceae (10,56 %), Lactobacillaceae (9,96 %) y
Bacteroidaceae (4,22 %) [Figura 38]. En el caso de la cohorte de GOS-Lu, las familias méas
abundantes fueron Lachnospiraceae (14,18 %), Porphyromonadaceae (13,78 %),

Lactobacillaceae (13,06 %) Clostridiaceae (9,49 %) y Bacteroidaceae (9,40 %) [Figura 38].

131



RESULTADOS

100% Deferribacteraceae

Verrucomicrobiaceae
Mycoplasmataceae
Acholeplasmataceae
Spiroplasmataceae
Synergistaceae
Moraxellaceae
Enterobacteriaceae
Desulfuromonadaceae
Desulfovibrionaceae
Sutterellaceae
Oxalobacteraceae
Rhodospirillaceae
Cohaesibacteraceae
Veillonellaceae
Acidaminococcaceae
Erysipelotrichaceae
Thermoanaerobacteraceae
unclassified Clostridiales
Ruminococcaceae
Peptostreptococcaceae
Peptococcaceae
Oscillospiraceae
Lachnospiraceae
Gracilibacteraceae
Eubacteriaceae
Clostridiales Family XIII.
Clostridiaceae
Christensenellaceae
Catabacteriaceae
Streptococcaceae
Lactobacillaceae
Paenibacillaceae
Bacillaceae
Flavobacteriaceae
Flammeovirgaceae
Cytophagaceae
Cyclobacteriaceae
Rikenellaceae
Prevotellaceae
Porphyromonadaceae
Marinifilaceae
Bacteroidaceae
Coriobacteriaceae
Bifidobacteriaceae

90%

=
|

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Pienso GOS-Lu

EE N EEFEEEEEEEE S EEYVEEEEEEEN m . EEEEEEEEOER

Figura 38: Diferencias en la composicion media de la microbiota intestinal a nivel de familia para las 2 cohortes estudiadas.

La composicion de la microbiota a nivel familiar fue relativamente homogénea entre los

animales que formaron cada cohorte [Figura 39].

132



RESULTADOS

Deferribacteraceae
Verrucomicrobiaceae
Nitrospinaceae
Mycoplasmataceae
Acholeplasmataceae
Spiraplasmataceae
Synergistaceae
Brachyspiraceae
Moraxellaceae
Xanthomonadaceae

W Oceanospirillaceae
Pseudomonadaceae

W Pasteurellaceae

w Enterobacteriaceae
Campylobacteraceae

u Geobacteraceae

w Desulfuromonadaceae
Desulfovibrionaceae

W Neisseriaceae

= Sutterellaceae

| Oxalobacteraceae

W Alcaligenaceae

m Comamonadaceae

m Holosporaceae

m Rhodospirillaceae

m Hyphomonadaceae

W Rhizobiaceae

m Methylocystaceae

m Cohaesibacteraceae

m Erythrobacteraceae

m Magnetococcaceae

M Caulobacteraceae

m Veillonellaceae

m Acidaminococcaceae

W Erysipelotrichaceae

m Thermoanaerobacteraceae

W Halobacteroidaceae

B unclassified Clostridiales

m Syntrophomonadaceae

W Ruminococcaceae

B Peptostreptococcaceae

m Peptoniphilaceae

W Peptococcaceae

W Oscillospiraceae

m Lachnospiraceae

M Gracilibacteraceae

m Eubacteriaceae

m Defluviitaleaceae

m Clostridiales Family X1

m Clostridiaceae

m Christensenellaceae

| Catabacteriaceae

W Streptococcaceae

® lactobacillaceae

M Enterococcaceae

W Planococcaceae

W Carnobacteriaceae

W Paenibacillaceae

| Bacillaccae

m Sphingobacteriaceae

m Flavobacteriaceae

W Flammeovirgaceae

m Cytophagaceae

m Cyclobacteriaceae

W Rikenellaceae

W Prevotellaceae

B Porphyromonadaceae

| Marinifilaceae

B Bacteroidaceae

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20% -

10%

0% W Coriobacteriaceae
'\, '\, b- > oHooD o N H O 0 W Bifidobacteriaceae
&0 &0 &0 &0 &0 a,>7> c,>:> c,”) $ P ° q\o 4:)«‘) 4)\9 -\,& W Streptomycetaceae
Q‘é\ & ¢ g & & £ éf?' éf;u (,0 & L é)"" m Micrococcaceae

B Kineosporiaceae

Figura 39: Composicién de la microbiota intestinal a nivel de familia en las ratas pertenecientes a la cohorte de pienso (Pienso
1 a Pienso 10), y en las ratas pertenecientes a la cohorte de GOS-Lu (GOS-Lu 1 a GOS-Lu 10).

A nivel de familias se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el caso de
Lachnospiraceae (33,47 % + 5,87 en la cohorte de pienso y 14,18 % + 1,49 en la cohorte de
GOS-Lu), Bacteroidaceae (4,22 % + 0,57 en la cohorte de pienso y 9,40 % + 0,68 en la

cohorte de GOS-Lu), Prevotellaceae (1,58 % + 0,72 y 5,84 + 0,002 respectivamente),
Acidaminococcaceae (0,32 % = 0,24 y 3,27 % + 0,18 respectivamente), Bifidobacteriaceae
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(0,50 % + 0,22 y 2,30 % + 0,27 respectivamente), Eubacteriaceae (1,33 % + 0,14y 0,71 %
+ 0,16 respectivamente), Peptococcaceae (0,27 % + 0,05 y 0,86 % = 0,16 respectivamente)

y Oscillospiraceae (0,25 % + 0,06 y 0,71 % + 0,10 respectivamente) [Figura 40].
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Figura 40: Familias que muestran diferencias estadisticamente significativas entre las ratas pertenecientes a las cohortes de
pienso y de GOS-Lu.

El aumento estadisticamente significativo observado en el filo Actinobacteria [Tabla 6] se
debid principalmente a un incremento en la familia Bifidobacteriaceae (0,5 % en la cohorte
de pienso frente a un 2,31 % en la cohorte de GOS-Lu) [Figuras 38 y 40]. La disminucion
observada en el filo Tenericutes, se debio principalmente a una reduccion de la familia
Acholeplasmataceae (0,23% en la cohorte de pienso frente al 0 % en la cohorte de GOS-Lu)
[Figura 38].

Las familias Bacteroidaceae (4.22% en la cohorte de control, 9.4% en GOS-Lu) y
Prevotellaceae (1,59 % en la cohorte de pienso frente al 5,84% en la cohorte de GOS-Lu)
fueron las familias representativas del aumento del filo Bacteroidetes en la cohorte de GOS
-Lu, en comparacion con el grupo de pienso [Figuras 38 y 40].
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La disminucién del filo Firmicutes que tuvo lugar en la cohorte de GOS-Lu se debio
principalmente a una reduccién de la familia Lachnospiraceae (33,47 % en la cohorte de
pienso frente al 14,18 % en la cohorte de GOS-Lu) y, en menor medida, a una reduccion de
la familia Eubacteriaceae (1,33 % en la cohorte de pienso frente al 0,71 % en la cohorte de
GOS-Lu) [Figuras 38 y 40].

A pesar de la disminucion del filo Firmicutes en la cohorte de GOS-Lu, varias familias
mostraron un pequefio aumento significativo, tales como Bacillaceae, Oscillospiraceae,
Peptococcaceae, Catabacteriaceae, Christensenellaceae, Clostridiales no clasificados y
Acidaminococcaceae [Figuras 38 y 40].

Pienso GOS5-Lu

Géneros Especies (media) | (media) p-valor
Bifidobacterium 0,50 2,31 0,0002
animalis 0,01 0,46 0,0003
Bacteroides 0,53 6,98 <0,0001
eggerthii 0,03 2,72 <0,0001
massiliensis 0,03 0,43 0,0001
thetaiotaomicron 0,01 0,22 0,0008
uniformis 0,16 1,40 0,001
vulgatus 0,04 1,04 =0,0001
xylanisolvens 0,00 0,27 0,0004
Parabacteroides 0,30 1,39 <0,0001
distasonis 0,22 0,46 0,0134
merdae 0,05 0,87 =0,0001
Paraprevotella 0,03 4,20 <0,0001
clara 0,00 0,13 0,0007
Lactobacillus intestinalis 0,24 0,06 0,041
Anaerostipes 0,01 0,40 <0,0001
Blautia 1,84 6,19 0,0071
producta 0,60 1,13 0,0052
wexlerae 0,00 0,69 0,0325
Dorea 0,10 0,61 0,0018
Lachnoclostridium clostridioforme 0,04 0,80 0,0002
Faecalibacterium 0,73 1,88 0,0009
prausnitzii 0,13 0,35 0,0028
Ruminococcus 0,27 1,26 0,0023
gauvreauii 0,12 0,38 0,0296
Subdoligranulum 0,03 0,13 0,0024
Flavenifractor 0,06 0,95 <0,0001
plautii 0,05 0,95 <0,0001
Eubacterium dolichum 0,00 0,16 <0,0001
Turicibacter 0,52 0,00 =0,0001
Phascolarctobacterium 0,32 3,28 =0,0001
succinatutens 0,25 2,70 =0,0001
Bilophila 1,66 4,35 0,0422
wadsworthia 1,54 3,99 0,034
Desulfovibrio 1,42 0,53 0,0178
€21_c20 0,18 0,00 0,0031

Tabla 7: Diferencias estadisticamente significativas en la composicion de la microbiota intestinal a nivel de géneros y especies

para las ratas pertenecientes a las cohortes de pienso y de GOS-Lu.
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En la Tabla 7 se muestran los géneros bacterianos y especies con diferencias significativas
entre las cohortes de pienso y de GOS-Lu.

Las diferencias mas significativas en cuanto a la abundancia relativa entre géneros y especies
se asociaron con una mayor proporcion de algunos géneros en la cohorte de GOS-Lu, como
Bifidobacterium, Bacteroides, Parabacteroides y otros [Tabla 7]. Solo unos pocos géneros
y especies mostraron una reduccion significativa en sus proporciones en la cohorte de GOS-

Lu, como Lactobacillus intestinalis, Turicibacter spp. y Desulfovibrio spp. [Tabla 7].

4.3.6. Correlaciones entre microbiota intestinal, produccion

de SCFAs y tumores

Se ha utilizado el coeficiente de correlacion de Pearson para observar si existe relaciones
entre los diferentes taxones bacterianos que componen la microbiota intestinal de cada
cohorte con la produccion de SCFAs, en especial butirato y propionato, y el nimero de

polipos o area tumoral total de la mucosa del colon.

Se encontraron correlaciones positivas entre los niveles de SCFAs y algln taxén bacteriano.
En este sentido, la produccion de acido propionico se correlaciond positivamente con varias
familias pertenecientes a los filos Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria, especialmente
en los casos de las familias Bacteroidaceae y Acidaminococcaceae [Figura 41A]. La
produccion de é&cido butirico se correlacioné positivamente con el filo Firmicutes,
especialmente con la familia Lacnospiraceae [Figura 41A]. Ademas, la abundancia de las
familias Bacteroidaceae y Acidaminococcaceae se correlaciond negativamente con el
namero de poélipos y el area total del tumor, lo que puede indicar un papel protector de los

miembros de estas familias frente al CCR [Figura 41B].
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Figura 41: Correlaciones significativas entre (A) los taxones bacterianos y los niveles de produccién de SCFAs, y (B) los

taxones bacterianos con el niumero de pélipos o el area total del tumor.

4.3.7. Cultivo celular
4.3.1.1. Ensayos de viabilidad celular mediados por SCFAs

Se realizaron curvas de viabilidad celular en cuatro tipos de lineas celulares, tres de CCR
(HCT116, HT29 y T84) y una de fibroblastos de rifion (BHK21, linea control). Los agentes

utilizados fueron propionato y butirato.

El propionato mostro mayor actividad inhibidora en las células HCT116, con una reduccion
de la viabilidad del 90% a concentraciones de 16 mM [Figura 42A]. En la linea HT29, en
cambio, la reduccién de la viabilidad por parte de este SCFA fue menor, con reducciones
cercanas al 80% a la misma concentracién [Figura 42B]. Por el contrario, las células de la
linea celular T84 mostraron mayor resistencia al tratamiento con propionato, obteniéndose
una reduccion del 90% de la viabilidad so6lo a concentraciones de 150 mM [Figura 42C]. Los

fibroblastos control mostraron mayor resistencia al tratamiento que las células HCT116 y
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HT?29, produciéndose una inhibicion del crecimiento cercana al 50% con dosis de propionato

de 16 mM [Figura 42D].
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Figura 42: Curvas de viabilidad celular frente a propionato. (A) Viabilidad celular en la linea HCT116 frente a las
concentraciones de propionato de 2, 4, 8, 12 y 16 mM. (B) Viabilidad celular en la linea HT29 frente a las concentraciones
de propionato de 2, 4, 8, 12 y 16 mM. (C) Viabilidad celular en la linea T84 frente a las concentraciones de propionato de 30,
60, 90, 120 y 150 mM. (D) Viabilidad celular en la linea BHK21 frente a las concentraciones de propionato de 1, 2, 4, 8y 16
mM.

Los ensayos con butirato mostraron una mayor actividad, observandose inhibiciones del
80% de la viabilidad en la linea HCT116 a concentraciones de 2 mM [Figura 43A]. En la
linea HT29 se consiguieron reducciones del 80% de la viabilidad con concentraciones
cercanas a 4 mM [Figura 43B]. En el caso de la linea T84, concentraciones de butirato de 4
mM generaron inhibiciones de la viabilidad del 70% [Figura 43C]. Por altimo, en los
fibroblastos control, para llegar a una reduccién de la viabilidad del 65% se necesitaron dosis
de 16 mM de butirato.
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Figura 43: Curvas de viabilidad celular frente a butirato. (A) Viabilidad celular en la linea HCT116 frente a las concentraciones
de butirato de 0,5, 1, 2, 4 y 8 mM. (B) Viabilidad celular en la linea HT29 frente a las concentraciones de butirato de 0,5, 1,
2,4y 8 mM. (C) Viabilidad celular en la linea T84 frente a las concentraciones de butirato de 0,5, 1, 2, 4y 8 mM. (D) Viabilidad
celular en la linea BHK21 frente a las concentraciones de butirato de 1, 2, 4, 8 y 16 mM.

Si comparamos las concentraciones inhibitorias del 50% (Clso) se observa que la linea
celular mas sensible al propionato es la HCT116, con Clso de 4,06 mM, mientras que en la
linea HT29 se requiere 1,8 veces méas de concentracion de propionato. En cambio, la linea
celular T84 mostrd resistencia al tratamiento, necesitando dosis de propionato 15 veces
superior a las utilizadas en HCT116. Finalmente, el propionato en las células control BHK21
no mostrd tanta actividad como en las lineas celulares HCT116 y HT29, requiriéndose
concentraciones de 13,87 mM para alcanzar la Clso (3,4 veces mayor que en HCT116 y 1,89
veces mayor que en HT29) [Tabla 8]

En el caso del butirato, se requirieron concentraciones mas bajas para alcanzar la Clso. Asi,
se necesitdé 0,94 mM de butirato en la linea celular HCT116 para alcanzar este parametro.
En la linea HT29 se necesitaron concentraciones de 1,53 mM (1,62 veces mayor que en
HCT116) y en la linea T84, que en este caso si mostrd sensibilidad al butirato, se alcanza la
Clso a concentraciones de 2,68 mM (2,85 veces mayor que en HCT116). En las células

control BHK21 se necesitd en cambio una concentracion mas elevada que en el resto de
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lineas celulares, necesitandose 8,15 mM de butirato para alcanzar la Clso (8,6 veces mayor
que en HCT116, 5,32 veces mayor que en HT29 y 3,04 veces mayor que en T84) [Tabla 8].

HCT116 HT29 T84 BHK21
Media  Errorestdndar Media Errorestdndar Media  Errorestandar Media Error estandar
Propionato 4,06 0,12 7,31 0,43 61,64 2,42 13,87 1,43
Butirato 0,94 0,03 1,53 0,01 2,68 0,13 8,15 0,63

Tabla 8: Concentracion inhibitoria 50% (CI50) de propionato y butirato en las cuatro lineas celulares estudiadas (HCT116,
HT29, T84 y BHK21). Concentraciones expresadas en mM.
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Figura 44: Comparativa de viabilidad celular realizada por la accién de propionato y butirato en las tres lineas celulares de

CCR. (A) Comparacion en la linea celular HCT116. (B) Comparacion en la linea celular HT29. (C) Comparacion en la linea
celular T84.

En todas las lineas estudiadas se observd una mayor actividad antitumoral in vitro del
butirato respecto al propionato. En la linea HCT116 [Figura 44A] el butirato necesitd
concentraciones de 0,94 mM para llegar a la CI50, mientras que en el propionato se
necesitaron concentraciones de 4,06 mM (4,3 veces mayor) [Tabla 8]. En la linea celular
HT29 [Figura 44B] las concentraciones requeridas para llegar a alcanzar la C150 son de 1,53

mM en el caso del butirato y de 7,31 mM en el del propionato (4,7 veces mayor) [Tabla 8].
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Por ultimo, en la linea celular T84 [Figura 44C] la concentracion requerida de butirato fue
de 2,68 mM frente a los 61,64 mM necesarios en el caso del propionato (23 veces mayor)

para alcanzar el mismo pardmetro de inhibicion [Tabla 8].

4.3.1.2. Ensayos de apoptosis celular mediados por SCFAs
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Figura 45: Ensayos de apoptosis mediados por butirato y propionato en las tres lineas celulares de CCR. En los gréaficos se
muestra el porcentaje de células que sufrieron necrosis, apoptosis 0 que siguen viables tras el tratamiento. (A) Estudio de
apoptosis en la linea celular HCT116. (B) Estudio de apoptosis en la linea celular HT29. (C) Estudio de apoptosis en la linea

celular T84. Las concentraciones utilizadas de butirato y propionato son las que producen la Cly para cada linea celular.
Tanto el butirato como el propionato mostraron actividad apoptética en las tres lineas
celulares de CCR, siendo los procesos necroticos despreciables (inferiores al 1%). En la linea
celular HCT116, tanto el butirato (71% apoptosis) como el propionato (54% de apoptosis)
mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al control (linea celular con
H-0, 2,62% de apoptosis) [Figura 45A]. En la linea celular HT29, el porcentaje de células
apoptoticas inducido por butirato fue del 52%, y del 27 % en el caso del tratamiento con
propionato, mostrandose unas diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos con SCFA vy las células control sin tratamiento (9,7% de apoptosis) [Figura
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45B]. Por dltimo, en la linea celular T84, no se observaron aumentos de la apoptosis

estadisticamente significativos respecto al control sin tratar [Figura 45C].
4.3.1.3. Ensayos de ciclo celular mediados por SCFAs

Se realizaron estudios de ciclo celular para ver si se observaban cambios en la distribucion
del ciclo celular (G1, G2 y S) de las células de CCR al ser tratadas con los dos tipos de

SCFAs, el propionato y el butirato.

En la linea celular HCT116 tratada con propionato o con butirato se observé un aumento de
las células en fase S, respecto al control sin tratamiento (27,4%, 40,5% y 20,5%,
respectivamente). En esta misma linea disminuyd la fase G1 tras estos tres tipos de
tratamientos (20,1%, 11,6% y 44,5%, respectivamente) [Figura 46A], aunque estos cambios

no fueron estadisticamente significativos debido a la dispersion entre muestras (triplicados).
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Figura 46: Ciclo celular de las tres lineas ensayadas de CCR cuando son tratadas con propionato y butirato. En el eje vertical
se muestra el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo (G1, G2 y S). (A) Ciclo celular en la linea
HCT116. (B) Ciclo celular en la linea HT29. (C) Ciclo celular en la linea T84.

En la linea HT29 se observo un aumento estadisticamente significativo de la fase G1 al ser
tratadas con butirato, 89,4% (p-valor < 0,0001) o propionato, 79,8% (p-valor 0,0032)
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respecto a las células sin tratar, 67,3%. También se observd una disminucion
estadisticamente significativa de la fase S, en la que se encontraban un 28,2 % de las células
sin tratar, mientras que tras el tratamiento con butirato habia un 9,5% (p-valor < 0,0001) y

en el caso del propionato un 10,5% (p-valor 0,0001) [Figura 46B].

Por Gltimo, la linea celular T84 mostré un aumento estadisticamente significativo de la fase
G2 cuando estas células fueron tratadas con butirato (34,2%, p-valor 0,007) o propionato
(34,2%, p-valor 0.007) respecto a las células sin tratamiento (8,6%). Y al igual que en las
células HT29, se observd un descenso estadisticamente significativo de la fase S: 7% (p-
valor < 0,0001) en el caso del tratamiento con butirato y 3,3% (p-valor < 0,0001) en el caso
del propionato. Las células sin tratamiento mostraron un 47,7% de la poblacion en dicha fase
S [Figura 46C].

4.4. Estudio de alimentos carnicos funcionales con inulina para
la prevencion de CCR en un modelo de CCR inducido
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Figura 47: Esquema con la composicion de los 5 grupos animales experimentales. A 7 de las ratas de cada uno de los 5
grupos se les indujo CCR mediante la administracion de dos dosis de AOM y 2 periodos de tratamiento con DSS. A las otras

3 ratas de cada grupo no se les administré este tratamiento (controles absolutos).

Se utilizaron 50 ratas macho Fischer 344 separadas individualmente en 5 grupos de

alimentacion: pienso, chorizo control, chorizo funcional (15,8% de inulina), jamén cocido
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control y jamon cocido funcional (10% de inulina). A cada animal en cada uno de los 4
grupos con alimentacion carnica se les proporcionaron diariamente 20 g del alimento cérnico

correspondiente mas 10 g de pienso.

Tras la primera semana de alimentacion experimental, a 7 animales de cada grupo se les
administrd por via intraperitoneal 2 dosis de AOM a 10 mg/ kg. Ambas dosis estuvieron
separadas entre si una semana. Con estas intervenciones se indujo el CCR. Una semana
después de la segunda dosis de AOM administrada, a estos animales se les administré DSS
al 3% en agua de bebida durante 7 dias. En la semana 15 se llevd a cabo una segunda
administracion de DSS, al 2 %. EI DSS induce CU y genera una inflamacion sistémica que
promueve el desarrollo del CCR. A las 3 ratas restantes (controles absolutos) de cada grupo
no se les realiz6 el tratamiento de induccion de CCR. El experimento total tuvo una duracién

de 20 semanas.

Durante el ensayo se contabilizaron cuatro defunciones. Dos defunciones se produjeron en
las ratas de la cohorte de pienso y de jamdn control (rata nimero 10 de pienso y nimero 7
de jamon control), que fallecieron en la primera semana tras la llegada al animalario y antes
de comenzar la experimentacion. Otras dos ratas (chorizo funcional nimero 6 y jamén
control nimero 6) murieron tras la primera semana de DSS al 3%, a causa de las hemorragias

causadas por el estado inducido de CU.

Tras realizar estudios estadisticos para todos los resultados obtenidos, mediante pruebas de
efectos intersujetos se concluyo6 que el tipo de matriz (chorizo o jamdn) no ejercia efectos
significativos. Por tanto, con el objetivo de ganar potencia estadistica, se agruparon todos

los animales en tres grupos: pienso, alimento carnico control y alimento carnico funcional.

4.4.1. Efecto del alimento funcional sobre los niveles

plasmaticos de triacilglicéridos

Se analizaron los niveles de triacilglicéridos a partir del plasma sanguineo, obtenido tras el
sacrificio de cada de los animales empleados. La cohorte denominada carnico funcional
sufrio un descenso en sus niveles de triacilglicéridos (110 £ 5,7 mg/dL) en comparacion con
la cohorte de pienso (172,1 * 22,1 mg/dL), siendo esta reduccion estadisticamente
significativa (p-valor de 0,007). Los niveles de esta cohorte también se redujeron con
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respecto a la cohorte de céarnico control (147 + 13,2 mg/dL), aunque en este caso no llego a
tratarse de una diferencia estadisticamente significativa (p-valor de 0,063) [Figura 48].
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Figura 48: Niveles de triacilglicéridos en el plasma sanguineo de los 3 grupos experimentales (circulos para pienso,

cuadrados para carnico control y tridangulos para carnico funcional). Las unidades estan expresadas en mg/dL.

4.4.2. Efecto del alimento funcional sobre el peso del ciego

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para este parametro entre la
cohorte de pienso (6,3 = 0,4 g) y la cohorte de carnico funcional (12,4 + 0,5 g) (p-valor de
0,002) [Figura 49].
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Figura 49: Valores medios del peso del ciego en las tres cohortes del experimento. Las unidades estan expresadas en gramos
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El aumento de peso del ciego en la cohorte de carnico funcional también fue estadisticamente
significativo respecto a la cohorte de carnico control (5,1 + 0,2 g, p-valor < 0,0001) [Figura
49].

4.4.3. Efecto del alimento funcional sobre el nimero placas de

Peyer hiperplasicas en el intestino delgado

Tras el sacrificio de los animales se contabilizaron las Placas de Peyer hiperplasicas sobre la
mucosa del intestino delgado. Se muestran aqui los valores medios de las mismas en las ratas

a las que se les indujo CCR en las tres cohortes utilizadas.

El valor medio en el caso de la cohorte de pienso fue de 14,1 £ 1,6 placas. Este valor aumentd
en los animales de la cohorte carnico control, que mostraron valores medios de 17,4 £ 1,1
placas [Figura 50]. EI menor valor medio para este pardmetro se obtuvo en la cohorte de
carnico funcional, con 9,8 £ 0,9 placas. Este descenso fue estadisticamente significativo

respecto a la media de la cohorte de carnico control (p-valor < 0,0001) [Figura 50].
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Figura 50: Numero medio de placas de Peyer hiperplasicas en cada cohorte (en las 7 ratas de cada grupo a las que se les
indujo CCR).

4.4.4. Efecto del alimento funcional sobre el numero de

polipos y la superficie afectada en la mucosa del colon

Tras el sacrificio se contabilizaron los p6lipos macroscopicos del intestino grueso, que

mostraron una dispersion de su didmetro de entre 1 y 11 mm. El nimero de polipos en la
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cohorte de pienso fue de 23,4 + 2,3, aumentando hasta los 30,5 + 3,9 en la cohorte de
alimento cérnico control. En la cohorte de carnico funcional se contabilizaron 15,3 £ 3, lo
que representa un 49,9% menos de tumores que en la cohorte de carnico control. Esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p-valor de 0,008) [Figura 51A].
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Figura 51: (A) Valor medio del numero de pdlipos en el colon de cada cohorte. (B) Valor medio del area total de los pélipos
de cada cohorte. Para cada animal, se calcul6 el area de cada pdlipo individualmente, y luego se sumaron estos valores,

representandose la media de cada grupo en mm?,

Posteriormente se calculé el area de cada polipo presente en la mucosa del colon de cada
animal, sumandose el total de cada uno y realizdndose a continuacion la media de la
superficie de la mucosa afectada en cada cohorte. Se observd una reduccion significativa,
del 56,9%, de la superficie tumoral en la cohorte de carnico funcional (201,4 + 40,5 mm?)
respecto a la cohorte de pienso (467,7 + 114,7 mm?) (p-valor de 0,04) y del 59% respecto a
la cohorte de carnico control (491,4 + 101,3 mm?) (p-valor de 0,01) [Figura 51B].

Los estudios de anatomia patoldgica de los tumores de cada cohorte mostraron una reduccién
de las displasias de bajo grado en la cohorte de carnico funcional respecto a las cohortes de
pienso y carnico control. Ademas, solo se encontraron dos adenocarcinomas infiltrantes, uno

en la cohorte de pienso y otro en la cohorte de carnico control.

4.4.5. Efecto del alimento funcional sobre la concentracion de

SCFAs en heces

Se cuantificaron los SCFAs a partir de heces (obtenidas de los ciegos almacenados a -80 °C),

encontrandose diferencias en los dos principales SCFAs, el acido propionico y el butirico.
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En el caso del acido propidnico se encontraron concentraciones superiores estadisticamente
significativas en la cohorte de carnico funcional (2,5 £ 0,2 mM). En concreto éstas eran un
72,6% superiores a las de la cohorte de pienso (0,69 = 0,04 mM) y un 51,8% superiores a
las de la cohorte carnico control (1,23 £ 0,06 mM) (p-valores < 0,0001 para ambos casos)
[Figura 52A].
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Figura 52: Concentraciones de los dos principales SCFAs en heces de ciego. (A) Concentraciones medias de propionato en

las tres cohortes (B) Concentraciones medias de butirato en las tres cohortes. Las unidades se expresan en mM.

Las concentraciones de &cido butirico en la cohorte de pienso fueron de 1,32 + 0,13 mM. En
el caso de la cohorte de alimento carnico control, estas concentraciones descendieron hasta
0,67 £ 0,09 mM, lo que representd una reduccion estadisticamente significativa (p-valor
0,002). Las concentraciones de &cido butirico en la cohorte de céarnico funcional fueron de

1,1 + 0,11 mM, un aumento significativo respecto a la cohorte de carnico control (p-valor
de 0,009) [Figura 52B].

4.4.6. Efecto del alimento funcional sobre la composicion de

la microbiota intestinal

La secuenciacion metagenomica de la microbiota intestinal de estos tres grupos animales

mostrd diferencias a nivel de la composicién de los filos [Tabla 9].

La principal diferencia observada fue el aumento del filo Bacteroidetes en la cohorte de
carnico control y de carnico funcional, respecto a la cohorte de pienso (46% y 69,7% de

aumento respectivamente), asi como una reduccion del filo Firmicutes del 19,61% vy del
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49,09% respectivamente y un aumento del filo Proteobacteria del 90,1% y del 93,81%
respectivamente. El filo Synergistetes sufrié un aumento en la cohorte de carnico control
respecto a la de pienso y la de carnico funcional, ya que en estas dos ultimas cohortes dicho

filo era practicamente inexistente [Tabla 9].

Porcentaje de: Pienso Cérnico control Cérnico funcional p-CC P-CF CC-CF
Actinobacteria 0,06 0,10 0,05
Bacteroidetes 15,97 29,58 52,75 * o Hok ok
Deferribacteres 0,01 0,02 0,00
Firmicutes 83,47 67,10 42,49 ok kA Hokkok
Proteobacteria 0,29 2,94 4,69 * rEFE
Synergistetes 0,03 0,17 0,00 ok ok ok
Tenericutes 0,11 0,09 0,00

Tabla 9: Composicion de la microbiota intestinal a nivel de filo para las tres cohortes estudiadas, mostrandose la media del
porcentaje respecto al total. El * indica diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes P (pienso), CC (carnico
control) y CF (céarnico funcional).

La relacion Firmicutes/Bacteroidetes, descrita como un pardmetro indirectamente
relacionado con obesidad, mostrd un valor significativamente mayor en la cohorte de pienso
6,7 £ 1,5, respecto a la cohorte de carnico control 2,7 + 0,4 (p-valor de 0,001), y de la cohorte
de carnico funcional 0,8 + 0,06 (p-valor < 0,0001) [Figura 53].
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Figura 53: Representacion gréafica de la relacién Firmicutes/Bacteroidetes en las tres cohortes de alimentacion.
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Figura 54: Dendrograma de las principales familias presentes en los animales de las tres cohortes del estudio. P: Pienso.

CC: Chorizo control. JC: Jamén control. CF: Chorizo funcional. JF: Jamén funcional.

A nivel de familias, se encontré en primer lugar una distribucion homogénea de la microbiota
en los animales de cada cohorte. En el dendrograma realizado con los valores de este
parametro para todas las ratas supervivientes [Figura 54] se observd que los animales estaban
divididos en dos ramas principales respecto a la homogeneidad de la composicion de su
microbiota a nivel de familia. Asi, estaban agrupados por un lado (zona izquierda de la
figura) los animales pertenecientes a la cohorte de pienso y de alimento carnico control
(chorizo y jamon controles) [Figura 54]. Por otro lado (zona derecha del dendrograma) se
encontraban todos los animales pertenecientes a la cohorte de alimento carnico funcional
(chorizo y jamon funcionales), con la salvedad de tres animales control (CC3, CC1 y JC2),
que se encontraban en una zona mas cercana a las cohortes funcionales que al resto de las
cohortes control en cuanto a la distribucion de familias de esta microbiota intestinal [Figura
54]. Esto implica un mayor parecido entre todos los animales de las cohortes control, bien
diferenciados de los de las cohortes funcionales.
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Las familias mas abundantes en la cohorte de pienso fueron Lachnospiraceae (51,9%),
Clostridiaceae (13,9%) y Porphyromonadaceae (9,6%). En la cohorte de carnicos control,
las tres principales familias fueron las mismas que en la cohorte de pienso, aunque
cambiaban su proporcion absoluta: Lachnospiraceae (31,9%), Clostridiaceae (13,6%) y
Porphyromonadaceae (13,2%). Sin embargo, en la cohorte de carnicos funcionales, las tres
principales familias fueron Prevotellaceae (22,8%), Bacteroidaceae (15,8%) vy

Porphyromonadaceae (12%) [Figura 54].

Las principales diferencias estadisticamente significativas a nivel de familia se encontraron
en el caso de Lachnospiraceae (51,9% + 5 en pienso, 31,9% + 2,4 en carnico control y 11,9%
+ 1,5 en carnico funcional), Prevotellaceae (0,6% + 0,5; 1,3% + 0,3y 22,8% * 6
respectivamente), Bacteroidaceae (4,3% = 0,8; 12,5% + 1,8 y 15,8% =+ 3,7 respectivamente),
Clostridiaceae (13,9% + 1,2; 136% + 12 y 6,00 = 0,9 respectivamente),
Erysipelotrichaceae (2,1% %= 15, 1,7% £ 0,7 y 11,3% + 2,2 respectivamente),
Ruminococcaceae (4,5% *= 04; 108% + 08 y 62% = 0,6 respectivamente),
Lactobacillaceae (7,4% + 0,8; 46% = 14 y 23% £ 0,7 respectivamente),
Hyphomicrobiaceae (0% + 0; 0% + 0 y 1,7% = 0,8 respectivamente), Acidominococcaceae

+

(7,4% +0,8; 4,6% = 1,4y 2,3% + 0,7 respectivamente), Sutterellaceae (0,0% + 0,0; 0,5% *
0,2y 1,8% + 0,2 respectivamente) y Desulfovibrionaceae (0,2% * 0,0; 2,1% + 0,4y 0,6% +
0,1 respectivamente) [Figura 55].
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Figura 55: Familias que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las ratas pertenecientes a las cohortes
de pienso, carnico control y carnico funcional.

Otras familias como Flavobacteriaceae, Peptostreptococcaceae, Rikenellaceae,
Sphingobacteriaceae, Cohaesibacteriaceae, Rhodospirillaceae, Staphylococcaceae Yy
Synergistaceae mostraron diferencias estadisticamente significativas, aunque con

porcentajes de distribucion menores al 1% [Figura 55].

En la Tabla 10 se muestran los géneros bacterianos y especies con diferencias significativas

entre las cohortes de pienso, carnico control y carnico funcional.

152



RESULTADOS

Géneros Especies Piensp | o | Camico P-CC P-CF CC-CF
control funcional
Bacteroides 0,61 8,04 11,34 = =
caccae 0,00 0,80 073 = =
thetaiotaomicron 0,00 0,10 0,11 * *
vulgatus 0,24 2,80 0,64 *
Parabacteroides 0,20 1,09 116 *
merdae 0,06 0,51 0,61 * =
Lactobacillus 731 4,44 2,38 *
intestinalis 161 0,27 0,20 wE *
reuteri 021 0,06 0,01 * =
taiwanensis 0,77 0,00 0,00 o o
vaginalis 1,02 0,32 0,06 * =
Clostridium 5,50 6,07 3,46 =
hiranonis 0,14 0,03 0,00 * i
Anaerostipes 0,01 1,97 0,78 E
Blautia 0,00 3,86 538 * o
glucerasea 0,00 0,07 0,39 o *
producta 0,00 0,91 0,39 *
sp. 0,00 0,34 0,79 *
Dorea 0,00 0,52 011 *
Eubacterium 0,00 0,50 0,00 *
hadrum 0,00 0,50 0,00 *
Lachnoanaerobaculum 0,17 0,12 0,00 o
Marvinbryantia 0,00 0,18 0,05 *
Ruminococcus gnavus 0,44 0,29 0,00 fla *
{Ruminococcus) 19,46 9,24 02 wE *
gnavus 6,72 6,08 0,06 wE w*
Acetanaerobacterium 0,04 0,12 0,00 *
Ruminococcus flavefaciens 0,55 0,02 0,00 * *
Flavonifractor 0,00 0,33 0,82 * *
plautii 0,00 0,24 0,62 * *
(Eubacterium) 0,00 0,08 0,48 *
dolichum 0,00 0,08 0,48 *
Phascolarctobacterium 0,00 0,59 1,8 *
succinatutens 0,00 0,51 1,65 *
Gemmiger 0,00 0,00 1,70 * o
Sformicilis 0,00 0,00 1,70 * o
Parasutterella 0,01 0,58 1,86 fla *
excrementihominis 0,01 0,49 1,74 fla *
Bilophila 0,05 1,27 0,36 *
wadsworthia 0,05 0,92 0,27 *
Desulfovibrio 0,22 0,88 0,25 o wEE
piger 0,10 0,76 023 HE w*

Tabla 10: Porcentajes a nivel de géneros y especies y diferencias estadisticamente significativas en la composicién de la
microbiota intestinal para las ratas pertenecientes a las cohortes de pienso, carnico control y carnico funcional. P: Pienso,
CC: carnico control y CF: carnico funcional.

Las principales diferencias en cuanto a la abundancia relativa a nivel de géneros y especies
se asociaron con una mayor proporcion de algunos generos en la cohorte de carnico
funcional, como Bacteroides, Blautia, Phascolarctobacterium, Gemmiger y Parasutterella
[Tabla 9]. Otros géneros como Lactobacillus, Clostridium y Ruminococcus mostraron una
reduccidén de sus proporciones en dicha cohorte con respecto a las otras dos [Tabla 10].
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4.5. Estudio de alimentos carnicos funcionales con inulina para
la prevencion de CCR en un modelo de CCR genético

Para corroborar los resultados anteriores con los alimentos carnicos funcionales en un

modelo inducido de CCR, se decidi0 realizar un ensayo con un modelo animal genético.
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Figura 56: Esquema de la composicion de los 4 grupos experimentales. A 8 ratas de cada uno de los 4 grupos se les potencié
el desarrollo del CCR mediante la administracion de dos dosis de AOM vy 1 periodo de DSS al 3% en el agua de bebida. A

las otras 2 ratas de cada grupo no se les administré el tratamiento (controles absolutos).

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa KAD, que posee un genotipo F344/NSlc-Apctogekyo
y que presentan predisposicion a desarrollar CCR. La razdn es que poseen mutado el gen
apc, simulando una versién atenuada de PAF. Las ratas se separaron en 4 cohortes con
distinta alimentacion, compuestas por 10 animales cada una: pienso, chorizo control, chorizo
funcional (15,8% de inulina), y chorizo funcional (15,8% de inulina) suplementado con la
administracion de dos especies bacterianas con potencial efecto beneficioso:
Phascolarctobacterium succinatutens y Parasutterella excrementihominis. Estas dos
especies se eligieron en base a experimentos anteriores en el modelo animal de CCR
inducido quimicamente. A cada uno de los animales de los 3 grupos con alimentacion carnica

se les proporciono diariamente 20 g del alimento carnico combinados con 10 g de pienso.

Las dos cepas probidticas se administraron mediante canula orofaringea a una concentracion
de 108 UFC/mL, una vez a la semana durante los primeros 45 dias del experimento y luego

cada 15 dias hasta la finalizacion. Cada administracion consto de 0,5 mL por animal y dia.
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Tras la primera semana de alimentacion se procedié a administrar, a 8 animales de cada
grupo, 2 dosis de AOM a 10 mg/ kg por via intraperitoneal, separadas entre si por una
semana, con el objeto de potenciar el desarrollo genético del CCR. Una semana después de
la segunda dosis de AOM se administro a estos animales DSS al 3% en el agua de bebida,
durante 7 dias. En este caso solo se administro DSS una Unica semana. La duracion total del
ensayo experimental fue de 20 semanas.

4.5.1. Efecto del alimento funcional sobre el peso corporal

Todos los animales se pesaron periédicamente a lo largo del experimento. Las ratas de las
cohortes de alimentacion carnica tuvieron un periodo de unas tres semanas de adaptacion al
alimento, en las que comian menos de lo previsto, de ahi las diferencias iniciales con la

cohorte de pienso [Figura 57].
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Figura 57: Evolucion del peso corporal a lo largo de todo el experimento para las ratas de las cuatro cohortes: pienso control
(circulos), chorizo control (cuadrados), chorizo funcional (triangulos), chorizo funcional con probidticos (triangulos invertidos).
El peso corporal se midi6 en las semanas 1, 2, 8, 13, 18 y 20.

Tras la administracion del DSS fallecio una rata de la cohorte chorizo funcional (animal
numero 7). En la cohorte chorizo funcional con probioticos fallecieron 4 ratas (numeros 1,
8, 5 y 10), posiblemente por problemas en el tracto respiratorio (broncoaspiracion),
asociados a potenciales efectos secundarios de la administracion de las dos especies
bacterianas mediante la canula orofaringea. Ninguna de estas ratas tenia problemas

digestivos en suficiente grado como para causar la muerte (ni CCR avanzado, ni CU con

155



RESULTADOS

hemorragia intestinal). También fallecié durante las primeras semanas experimentales una
rata control absoluto de la cohorte chorizo control (nimero 9), por causas ajenas a

alteraciones digestivas.

Tras el sacrificio de los animales, el valor medio del peso en la cohorte de pienso fue de
323,7 £ 6,1 g; en la cohorte de chorizo control fue de 308 + 6,5 g; en la cohorte de chorizo
funcional fue de 301,7 + 7,1 g; y en la cohorte de chorizo funcional con posibles probidticos
fue de 306,1 £ 6 g [Figura 57].

4.5.2. Efecto del alimento funcional sobre el peso del ciego

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes de chorizo
funcional y chorizo funcional con probi6ticos respecto a las cohortes de pienso y chorizo
control. Los valores medios de peso del ciego en las 4 cohortes de alimentacion fueron: 6,0
+ 0,4 g en pienso, 4,3 £ 0,5 g en chorizo control, 14,7 + 0,6 g en chorizo funcional, y 14,9 +

1,3 g en chorizo funcional con probioticos [Figura 58].

251 e o ok
a 20 i ok kk — '
‘6’ A
)
g 15 o
» \AJ
S 10- A
2 ‘e "
o)
ol W
]
0 | | | |
(o] o\ 'a.\ ?
e o™ ao® ; o“a\
Q v ,-‘\g(\ 00\
< 10 N
(N oe°

Figura 58: Valores medios del peso del ciego para cada una de las cuatro cohortes. El aumento de peso en las cohortes de
chorizo funcional y chorizo funcional mas probiéticos fue estadisticamente significativo respecto a las otras dos cohortes (p-

valores <0,001).
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RESULTADOS

Efecto del alimento funcional sobre el naumero de placas

de Peyer hiperplasicas en el intestino delgado

Tras el sacrificio se contabilizaron las Placas de Peyer hiperplésicas presentes en la mucosa

del intestino delgado. Se muestran los valores medios de estas placas de Peyer solo en las

ratas a las que se les indujo CCR, en las cuatro cohortes utilizadas.

En la cohorte de chorizo control se observd un mayor nimero de placas de Peyer

hiperplésicas respecto a las otras tres cohortes, siendo estas diferencias estadisticamente

significativas.

El nimero de placas de Peyer hiperplasicas en cada cohorte fue de 8 £+ 0,3 en pienso; 13,8 +

0,9 en chorizo control; 9,7 £ 0,6 en chorizo funcional; y 8,8 £ 0,5 en chorizo funcional con

probiéticos [Figura 59].
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Figura 59: Valores medios de placas de Peyer hiperplasicas en el intestino delgado para cada una de las cuatro cohortes.

Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre la cohorte de chorizo control y el resto: pienso (p-valor <0,0001),

chorizo funcional (p-valor de 0,001), y chorizo funcional con probiéticos (p-valor de 0,0003).
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4.5.4. Efecto del alimento funcional sobre el niumero de

polipos y la superficie afectada en la mucosa del colon

Tras el sacrificio de los animales se contabiliz6 el nimero de pélipos y su tamafio a lo largo
del intestino grueso. Los polipos detectados tuvieron un tamafio comprendido entre 1 y 10

mm de diametro.

80 " * % * R
70 - T 1000 - o =
w ] ] []
8 60+ f\TE" 800+ -
'8 50 . § 600- =
b [1+]
< 404 [ ] s
o
aEg 30 j-_L £ 400- %
S 204 Hg a [ ]
o_9 A =
pzd [ vy < 200+ A
0] 5> " aghe o .
o ~ m_ aERT scLv
0 .I T T ’ ? o -* T
AN o » AN \'3
; e“q’o © ‘\0“%\ . N e o c.\"“a o
?\ ) 1'0 GO ‘\)OG ‘0(\0\0 {\ o < o&‘)ﬁ K\)‘\G\
o 0 0 oo o s
o ot NG o <
oo s)

Figura 60: (A) Valor medio del numero de pdlipos en el colon de cada cohorte. (B) Valor medio del area total de los pélipos
en cada cohorte. Para cada animal, se calculé el area de cada pdlipo individual, y luego se sumaron estos valores,
representando la media de cada grupo en mm?2,

El nimero medio de p6lipos en cada cohorte fue de 9,8 + 6,3 en pienso; 30,1 + 6,8 en chorizo
control; 9,8 = 1,6 en chorizo funcional; y 6,2 + 3,2 en chorizo funcional con probidticos
[Figura 60A]. Cabe destacar que en la cohorte de chorizo funcional con probidticos se
encontraron dos animales, de los cinco experimentales que sobrevivieron, con cero tumores,

un hecho inedito en todos los experimentos realizados sobre CCR en esta tesis.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de la cohorte de
chorizo control con el resto de cohortes: con la de pienso (p-valor de 0,009), con la de chorizo
funcional (p-valor de 0,01) y con la de chorizo funcional con probidticos (p-valor de 0,007)
[Figura 60A].

Posteriormente se calculé el area de cada pdlipo presente en la mucosa del colon de cada
animal, sumando la de todos ellos por animal y realizando la media de la superficie de la

mucosa afectada en cada cohorte.
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El valor medio de la superficie total del colon afectada por tumores en cada cohorte fue de
88,5 + 25,5 mm? en pienso; 433,1 + 112,2 mm? en chorizo control; 65,8 + 21,7 mm? en

chorizo funcional; y 34,9 + 15,5 mm? en chorizo funcional con probi6ticos [Figura 60B].

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la cohorte de chorizo control
con el resto de cohortes: con la de pienso (p-valor de 0,003), con la de chorizo funcional (p-

valor de 0,003), y con la de chorizo funcional con probi6ticos (p-valor de 0,003) [Figura
60B].

4.5.5. Efecto del alimento funcional sobre la concentracion de

SCFAs en heces

Se identificaron y cuantificaron cinco SCFASs a partir de contenido del ciego de cada animal:

propionato, butirato, hexanoato, isobutirato y valerato [Figura 61].
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Figura 61: (A) Concentraciones de propionato cecal en las cuatro cohortes. (B) Concentraciones de butirato cecal en las
cuatro cohortes. (C) Concentraciones de hexanoato cecal en las cuatro cohortes. (D) Concentraciones de isobutirato cecal
en las cuatro cohortes. (E) Concentraciones de valerato cecal en las cuatro cohortes. P: Pienso, CC: Chorizo control, CF:
Chorizo funcional, CFP: Chorizo funcional con probidticos.

Las concentraciones de propionato en las 4 cohortes fueron 0,7 + 0,09 mM en pienso; 0,7 £
0,02 mM en chorizo control; 1,8 + 0,2 mM en chorizo funcional y 1,7 + 0,3 mM en chorizo

funcional con probioticos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
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chorizo funcional respecto a pienso y a chorizo control (p-valores <0,0001), y en chorizo
funcional con probioticos también con respecto a pienso y a chorizo control (p-valores de
0,001) [Figura 61A].

Las concentraciones de butirato en las 4 cohortes fueron 1 £ 0,1 mM en pienso; 0,8 £ 0,08
mM en chorizo control; 1,3 = 0,2 mM en chorizo funcional y 2 = 0,2 mM en chorizo
funcional con probioticos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
chorizo funcional con probidticos con respecto a pienso (p-valor de 0,01) y a chorizo control
(p-valor de 0,003) [Figura 61B].

Las concentraciones de hexanoato en las 4 cohortes fueron 6,6 + 1,2 mM en pienso; 3,8 +
0,9 mM en chorizo control; 0,06 + 0,02 mM en chorizo funcional y 0,7 £ 0,6 mM en chorizo
funcional con probidticos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
pienso respecto a chorizo funcional (p-valor <0,0001) y a chorizo funcional con probidticos
(p-valor de 0,01), y en chorizo control con respecto a chorizo funcional (p-valores de 0,005)
[Figura 61C].

Las concentraciones de isobutirato en las 4 cohortes fueron 0,1 + 0,02 mM en pienso; 0,4 +
0,2 mM en chorizo control; 0,1 £ 0,02 mM en chorizo funcional y 0,3 + 0,04 mM en chorizo
funcional con probidticos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
chorizo funcional con probiéticos respecto a pienso (p-valor de 0,01) y a chorizo funcional
(p-valor de 0,04) [Figura 61D].

Por ultimo, las concentraciones de valerato en las 4 cohortes fueron 0,06 + 0,004 mM en
pienso; 0,1 £ 0,01 mM en chorizo control; 0,06 + 0,008 mM en chorizo funcional y 0,06
0,005 mM en chorizo funcional con probidticos. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en chorizo control respecto a las tres cohortes restantes (p-valores <0,0001)
[Figura 61E].

4.5.6. Efecto del alimento funcional sobre la composicion de

la microbiota intestinal

En este apartado, al igual que en el estudio previo de inulina en el modelo animal de CCR
inducido quimicamente, se comparo primero la composicion de la microbiota intestinal entre

las tres de las cuatro cohortes, en concreto las de pienso, chorizo control y chorizo funcional.
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Posteriormente se analizaron los cambios presentes entre la cohorte de chorizo funcional y

la de chorizo funcional con probidticos.

Se produjeron cambios significativos a nivel de la composicion de filos entre las tres
cohortes del primer analisis. En la cohorte de chorizo funcional aumentaron los
Bacteroidetes un 46,8% con respecto a la cohorte de pienso y un 44,2% respecto a la de
chorizo control. En esta misma cohorte de chorizo funcional disminuyeron los Firmicutes
un 53,8% y un 47,8% respecto a la de pienso y la de chorizo control respectivamente [Tabla
11].

Las Proteobacterias aumentaron un 76,7% en la cohorte de chorizo control y un 87,2% en
la de chorizo funcional con respecto a la de pienso en ambos casos. Por el contrario, en la
cohorte de pienso hubo una mayor proporcion de los filos Synergistetes y Tenericutes, que

sin embargo no estaban presentes en la cohorte de chorizo funcional [Tabla 11].

Porcentaje de: P CC CF P-CC P-CF CC-CF
Actinobacteria 0,52 0,48 0,69
Bacteroidetes 25,71 26,96 48,38 ok Hok ok
Firmicutes 69,61 61,59 32,10 ok ok
Proteobacteria 2,26 9,72 17,79 *ok R rokE
Deferribacteres 0,34 0,42 0,20
Lentisphaerae 0,03 0,00 0,01
Nitrospinae 0,00 0,00 0,00
Spirochaetes 0,00 0,14 0,00
Synergistetes 0,15 0,05 0,00 * ok
Tenericutes 0,68 0,22 0,00 ook *
unclassified bacteria 0,16 0,11 0,00
Verrucomicrobia 0,10 0,01 0,23

Tabla 11: Composicion de la microbiota intestinal a nivel de filo para las tres cohortes estudiadas, mostrando la media del
porcentaje respecto al total de bacterias cuantificadas. El * indica diferencias estadisticamente significativas entre P (Pienso),
CC (Chorizo control) y CF (Chorizo funcional).

Estas diferencias en la composicion de microbiota a nivel de filo hicieron que la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes, descrita como un marcador asociado a enfermedad (obesidad,
etc.), fuese significativamente mayor en la cohorte de pienso (2,8 + 0,3); y en la cohorte de

chorizo control (2,7 £ 0,5), respecto a la cohorte de chorizo funcional (0,6 + 0,07) (p-valores
de 0,0002 y 0,003, respectivamente) [Figura 62].
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Figura 62: Relacion Firmicutes/Bacteroidetes en las tres cohortes de alimentacion. P: Pienso. CC: Chorizo control. CF:
Chorizo funcional.

La microbiota intestinal a nivel de familias mostré una composicion homogénea entre los
animales de cada cohorte de alimentacion. Las familias méas representadas en la cohorte de
pienso fueron Lachnospiraceae con un 30,3%; Clostridiaceae con 15,2%; vy

Porphyromonadaceae con 15,1% [Figura 63].

En la cohorte de chorizo control se mantuvieron estas mismas familias como las mas
abundantes, aunque cambiaron sus proporciones: Lachnospiraceae 25,9%,

Porphyromonadaceae 13,8%; y Clostridiaceae 12,5% [Figura 63].

En la cohorte de chorizo funcional se produjo un cambio en la composicion de las familias
mas abundantes con respecto a las otras dos cohortes. Aqui, las familias con mayor
porcentaje de abundancia fueron Porphyromonadaceae 20,7%; Prevotellaceae 12,3%;

Desulfovibrionaceae 9,5%; y Bacteroidaceae 8,1% [Figura 63].
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Figura 63: Composicion de la microbiota intestinal, a nivel de familias, en cada animal de las tres cohortes estudiadas en esta
fase. P: Pienso. CC: Chorizo control. CF: Chorizo funcional.

Las principales diferencias estadisticamente significativas a nivel de familia se encontraron
en Lachnospiraceae (30,3% =+ 2,3 en pienso, 25,9% + 2,9 en chorizo control y 8,1% + 1,2
en chorizo funcional), Porphyromonadaceae (15,1% + 0,9; 13,8% + 1,4y 20,7% + 2,4;
respectivamente), Prevotellaceae (2,8% + 0,5; 1,6% + 0,3y 12,3% + 2,8; respectivamente),
Clostridiaceae (15,2% + 1,6; 125% = 1,1 y 6,4% £ 1,2; respectivamente),
Desulfovibrionaceae (1,3% + 04; 65% + 1,1 y 95% =+ 0,8; respectivamente),
Bacteroidaceae (4,3% + 0,3; 6,7% + 1,1 y 8% % 1; respectivamente), Flavobacteriaceae
(1,4% %0,2; 2,6% + 0,6 y 5,8% + 0,8; respectivamente), Sutterellaceae (0,04% + 0,02; 0,5%
+1,4y7,9% = 1,3; respectivamente) y Erysipelotrichaceae (3,6% + 0,4; 1,7% £ 0,4y 3,8%
+ 0,7; respectivamente) [Figura 64].

163



RESULTADOS

5
9

8 8 &5 8
.
.
8
8B
.

B

.

3
a
=
.

Prevotellaceae (%)
1
Clostridiaceae (%)
o ]
*
e
=
>
”

Lachnospiraceae (%)

Porphyromonadaceae (%)

§

-

o
@
@

a
o

=]
=
2
=]

@«
.
»

o

Desulfovibrionaceae (%)
o @
'& *
-
Bacteroidaceae (%)
-
-
s
J . .
>
Flavobacteriaceae (%)
a @
C [
»
>
Sutterellaceae (%)
o

T T T T T
P cC CF P cC CF P o CF P o CF

=10 =8 . 4
g . g g =
= — @ = ‘QQ
T g @ o ~
3 n @ o o3
o o o
g N 8 g
&8s . T4 2 8
8 AL @ a g2
34 5 r % 3 5
g e wo om F 3 £,
52 . % & = ] 3
P e N Qo = (4]
woo - w 0
[ e F
fas F 20 ®20 E
[ Iy = ~ 2.0
@ — 3 =2
< L] o
g20 g 18 =15 5 :
b @ F s
§ 151 5 g 3 R
o E 10 w10 @ 1.0
9 1.0 ©a ] Tt
3 H 3 —+
kS S
3 054 3 " 208 208 3 .
3 . 5 £ 2 N
5 -] 5 z goo £
© 00 < 00 00 E
¢ ; I e 3 - P [§§ CF
154 10 508 g 06-
. 9 = .
oy < o8 2 H .
- o o o
1.0+ o 04 1
& %06 5 g0 .
8 L] - I 8] ©
s D04 5 g
S 054 _5 ‘(3; 02 5 02
L] = £
@ _é i 302 £ S
> E‘ a -
. [] i 3
00 00 00 & oo
P o CF P o CF
04 ;
B ‘ &)
03 ’
. :
o . go
.g 02 e o
2 @ 0.
> | £ g
Lo oy 2
o =
5| " 3= g
00l —u .
P I8 F

Figura 64: Familias con diferencias estadisticamente significativas entre las tres cohortes analizadas en esta fase. P: Pienso.
CC: Chorizo control. CF: Chorizo funcional.

Otras familias presentaron también diferencias estadisticamente significativas entre las tres
cohortes analizadas, pero representaban porcentajes inferiores al 1% Christensenellaceae,
Enterobacteriaceae, Geobacteraceae, Peptostreptococcaceae, Acholeplasmataceae,
Clostridiales familia XI, Thermoanaerobacterales familia I11, Bacillaceae, Veillonellaceae
(clase Clostridia), Erythrobacteraceae, Desulfuromonadaceae, Synergistaceae Yy

Veillonaceae (Clase Negativicutes) [Figura 64].
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En la tabla 12 se muestran los géneros y especies que presentaron diferencias significativas
entre las tres cohortes analizadas (pienso, chorizo control y chorizo funcional).

| Géneros | Especies P cc CF P-CC P-CF CC-CF
Bacteroides 0,869 3,217 1,526 *
acidifaciens 0,484 2,568 0,017 * o
thetaiotaomicron 0,000 0,043 0,076 -
Prevotella 0,644 0,606 0,104 *
Alistipes shahii 0,000 0,042 0,090 *
Lactobacillus intestinalis 2,439 0,113 0,122 o i
johnsonii 0,732 0,162 0,018 ** o
reuteri 0,389 0,448 0,006 **
vaginalis 1,229 1,134 0,034 rEE o
Clostridium 7,984 5,877 4,522 *
bolteae 0,000 0,000 0,149 o o
vincentii 0,094 0,011 0,000 * o
Anaerostipes caccae 0,000 0,000 0,079 * *
sp. 0,000 0,000 1,966 i **
Blautia 0,106 0,558 0,959 *
wexleroe 0,000 0,000 0,149 *ww o
glucerasea 0,004 0,218 0,000 * o
producta 0,000 0,029 0,058 *
Coprococcus 0,187 0,021 0,000 **
Dorea dorea 0,000 0,027 0,179 *
formicigenerans 0,091 0,150 0,000 *
Lachnoclostridium 0,132 0,187 1,187 ** *
clostridioforme 0,000 0,000 0,966 *wx o
Marvinbryantia formatexigens 0,003 0,004 0,059 o *
Oribacterium 0,213 0,029 0,000 o
Parasporobacterium 0,040 0,086 0,006 * R
Tyzzerella 0,119 0,174 0,014 * o
[Ruminococcus] 9,621 8,587 0,543 HEE o
gnavus 2,665 3,518 0,407 o o
Oscillibacter valericigenes 0,046 0,086 0,002 * o
Faecalibacterium 1,133 1,850 3,081 **
Ruminiclostridium 0,143 0,164 0,014 ** o
Ruminococcus flavefaciens 0,382 0,059 0,004 ** *E
sp. 0,005 0,136 0,107 ** *
Subdoligranulum sp. 0,000 0,000 0,096 ok P
Flavonifractor 0,184 0,056 0,710 *
plautii 0,000 0,000 0,641 *x *x
Pseudoflavonifractor 0,060 0,286 0,11 *
[Eubacterium] dolichum 0,000 0,000 1,502 o R
Holdemania filiformis 0,000 0,014 0,061 b
Turicibacter 1,066 0,087 0,012 *x A
Parasutterella 0,035 0,517 7,930 o R
excrementihominis 0,039 0,486 7,423 A o
Bilophila 0,055 0,832 9,411 o *
wadsworthia 0,053 0,731 8,083 o *
Desulfovibrio 0,918 0,912 0,129 *
Akkermansia muciniphila 0,095 0,006 0,229 *

Tabla 12: Diferencias estadisticamente significativas en la composicion de la microbiota intestinal a nivel de géneros y
especies para las ratas pertenecientes a las tres cohortes analizadas. P: Pienso. CC: Chorizo control: CF: Chorizo funcional.

Asi, en la cohorte de chorizo funcional se produjo un aumento en la proporcion de varios
géneros bacterianos, como por ejemplo Anaerostipes, Blautia, Dorea, Lachnoclostridium,
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Faecalibacterium, Flavonifractor, [Eubacterium], Parasutterella o Bilophila [Tabla 12].
Otros géneros como Prevotella, Lactobacillus, Clostridium, [Ruminococcus], Turicibacter

o0 Desulfovibrio disminuyeron su proporcion en es cohorte [Tabla 12].

Finalmente, se compararon también las diferencias en la composicién de microbiota entre la
cohorte de chorizo funcional y la cohorte de chorizo funcional con probiéticos, observandose
varias diferencias estadisticamente significativas. Entre ellas, se produjo una reduccion de
la presencia del filo Proteobacteria en la cohorte de chorizo funcional con probioticos
(13,4% = 1,3) respecto a la cohorte de chorizo funcional (17,7% + 1,7) (p-valor de 0,04)
[Figura 65A]. También se produjo una disminucion de la proporcion del filo Actinobacteria,
con un 0,1% + 0,06 en chorizo funcional y un 0,7% % 0,2 en chorizo funcional con
probidticos (p-valor de 0,07) [Figura 65B]. El porcentaje del filo Synergistetes aumento de
una forma estadisticamente significativa en la cohorte de chorizo funcional con probidticos

(0,02% + 0,01) respecto a la cohorte de chorizo funcional (0,003 + 0,002), con un p-valor de
0,09 [Figura 65C].
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Figura 65: Diferencias estadisticamente significativas a nivel de filos entre la cohorte chorizo funcional y la cohorte chorizo
funcional con probiéticos. (A) Diferencias en el filo Proteobacteria. (B) Diferencias en el filo Actinobacteria. (C) Diferencias en
el filo Synergistetes. CF: Chorizo funcional. CFP: Chorizo funcional con probidticos.

Hubo tres familias en las que las diferencias fueron estadisticamente significativas entre la
cohorte de chorizo funcional con probioticos y chorizo funcional. Asi, se observd un
aumento en la proporcion de Lachnospiraceae: 11,5% + 1,4 en la cohorte de chorizo
funcional con probidticos y 8,1% + 1,2 en la cohorte de chorizo funcional (p-valor de 0,09)
[Figura 66A]. Se redujo en cambio la proporcion de Coriobacteriaceae: 0,1% * 0,05 en la
cohorte de chorizo funcional con probioticos y 0,6% + 0,2 en la cohorte de chorizo funcional

(p-valor de 0,07) [Figura 66B]. Por ultimo, la familia unclassified Clostridiales también
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disminuyd en la cohorte de chorizo funcional con probi6ticos (0,2% + 0,05) con respecto a
la cohorte de chorizo funcional (0,8% % 0,2), con un p-valor de 0,03 [Figura 66C].
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Figura 66: Diferencias estadisticamente significativas a nivel de familia entre la cohorte chorizo funcional y la cohorte chorizo
funcional con probiéticos. (A) Diferencias a nivel de la familia Lachnospiraceae. (B) Diferencias a nivel de la familia
Coriobacteriaceae (C) Diferencias a nivel de la familia unclassified Clostridiales. CF: Chorizo funcional. CFP: Chorizo
funcional con probiéticos.

Sin embargo, a nivel de género y especie, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas  para  Phascolarctobacterium  succinatutens  ni  Parasutterella
excrementihominis, que fueron las dos especies bacterianas administradas periddicamente a

los animales de la cohorte chorizo funcional con probi6ticos por via nasofaringea.

A este nivel taxonémico solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
el caso de Anaerostipes sp. que aumentd en la cohorte de chorizo funcional con probiéticos
(5,3% = 1,4) respecto a la cohorte de chorizo funcional (1,9% = 0,9), con un p-valor de 0,06.
Y también en el caso de Subdoligranulum sp., que redujo su presencia en la cohorte de
chorizo funcional con probidticos (0,04% + 0,01) con respecto a la de chorizo funcional
(0,09% = 0,01), con un p-valor de 0,01.
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DISCUSION

5.1. Estudio de alimentos carnicos funcionales enriquecidos con
acidos grasos monoinsaturados para la prevenciéon de CU en
un modelo animal

El consumo de altas dosis de productos carnicos procesados no es recomendable dentro de
una dieta saludable o en pacientes con diversas patologias intestinales, como CU. Sin
embargo, determinados productos carnicos tradicionales, como el jamén ibérico de bellota,
contienen niveles muy elevados de &cidos grasos monoinsaturados (&cido oleico), que
poseen propiedades antiinflamatorias. El objetivo de este estudio ha sido evaluar si una dieta
basada en un producto carnico con un contenido alto de acido oleico y una buena (baja)
relacién w-6/w-3 podria ayudar a disminuir los sintomas de CU en un modelo animal (rata)
para esta enfermedad. El jamon ibérico de bellota utilizado aqui tiene una relacion m-6/wm-3
mas baja que el jamon celta control y el pienso para rata utilizados en las otras dos cohortes
experimentales [Tabla 2]. Tanto el acido oleico como los &cidos grasos -3 se consideran
antiinflamatorios, protegiendo frente a la CU (Haskey & Gibson 2017; Jowett et al. 2004;
Simopoulos 2002; Reddy & Naidu 2016; Tomasello et al. 2016) y otras enfermedades, como
las cardiovasculares (Christon 2003; de Lorgeril & Salen 2006; Scoditti et al. 2014).

Un pardmetro importante para ver el estadio de la CU en los animales de las tres cohortes
empleadas (pienso, jamon control y jamoén ibérico de bellota) fue la evolucidn del peso del
animal durante todo el experimento [Figura 12]. Asi, en la cohorte de pienso se observé que
la ganancia del peso era negativa en el 50% de los animales [Figura 12A]. En la cohorte de
jamén control, seis de los ocho animales con CU inducida no sobrevivieron a la enfermedad,
y los dos restantes tuvieron una ganancia de peso negativa [Figura 12B]. Finalmente, en la
cohorte de jamon de bellota, los 8 animales a los que se les indujo CU tuvieron una ganancia
de peso positiva [Figura 12C]. Este parametro indica una mejor evolucion de los animales
alimentados con jamon de bellota frente a la CU. A partir de aqui, el resto de los anélisis se
realiz6 comparando los datos obtenidos de las cohortes de pienso y de jamon de bellota, ya
que en la cohorte de jamodn control sobrevivieron tan solo 2 animales, lo cual le restaba

potencia estadistica.

Tras el sacrificio de los animales que habian sobrevivido al experimento, se analiz6 el efecto
de las tres diferentes dietas empleadas sobre la CU. En concreto se estudiaron primero tres

parametros histoldgicos: evaluacion del dafio macroscépico, alteracion del epitelio del colon
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y densidad de células inflamatorias en la mucosa del colon [Figura 13A, 13B y 13C],
observandose en los tres parametros diferencias estadisticamente significativas entre la
cohorte de jamon de bellota y la de pienso. Estos tres pardmetros son indicativos de la
extension de los dafios causados en la mucosa del colon y de la del estado proinflamatorio,
mostrando que la dieta con jamon de bellota ayudd a prevenir y a mejorar la recuperacion
del dafo causado en la mucosa del colon debido al tratamiento con DSS, utilizado para
inducir CU. Una posible explicacion es que estos efectos protectores de la mucosa del colon
son debidos al efecto antiinflamatorio del &cido oleico, que es muy abundante en el jamon
de bellota (51,92%), asi como a su baja relacién w-6/w-3, que indica una baja concentracion
de &cidos grasos -6, de caracter proinflamatorio (Reddy & Naidu 2016; Simopoulos 2002).

Otro dato histoldgico, que respalda el menor estado proinflamatorio en la mucosa del colon
de las ratas de la cohorte jamén de bellota, es que los niveles de mieloperoxidasa en la
mucosa del colon de esta cohorte fueron significativamente mucho mas bajos, 0,13 unidades
de MPO frente a 1,76 unidades de MPO en la cohorte de pienso [Figura 13D]. La prueba de
la mieloperoxidasa se lleva a cabo en estudios de CU porque sirve como un método
cuantitativo para la presencia de granulocitos infiltrados en la mucosa del colon, un tipo de
células inmunes asociadas a estados inflamatorios y, por lo tanto, cuanto mayor es el valor
de mieloperoxidasa mayor es el estado proinflamatorio de esta mucosa (Soubh et al. 2015;
Nakase et al. 2001; Topcu-Tarladacalisir et al. 2013). En linea con estos resultados, se
determin6 también el indice de actividad de enfermedad (DAI), que mostrd un descenso en
la cohorte de jamoén de bellota (DAI 0,87), estadisticamente significativo respecto a la
cohorte de pienso (DAI 4) [Figura 12E].

Se analizaron ademas diversos parametros en plasma sanguineo en estas dos cohortes
(pienso y jamon de bellota). Uno de ellos, la capacidad antioxidante (medida por el método
FRAP), fue significativamente mayor (un 30,5%) en la cohorte de jamon de bellota respecto
a la de pienso [Figura 15A]. Este hecho se explica debido a los niveles mas elevados de
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (con capacidad antioxidante) en el jamon
de bellota. En cuanto a los niveles de citocinas proinflamatorias analizadas, IL-17 e IFN-y,
éstas sufrieron un descenso estadisticamente significativo (77,2% y 21,6% de descenso
respectivamente) en sus niveles plasmaticos en el caso de la cohorte de jamoén de bellota

respecto a la de pienso [Figura 15B y 15C]. Estos parametros inmunoldgicos son una clara

172



DISCUSION

explicacion a nivel bioquimico de los menores dafios observados en la mucosa del colon en

los animales de esta cohorte [Figura 13].

También se observaron diferencias importantes en el contenido de acidos grasos en el plasma
sanguineo [Tabla 4]. Asi, como se esperaba de una dieta rica en &cido oleico, los animales
de la cohorte de jamén de bellota mostraron el doble de cantidad de acido oleico en plasma
sanguineo [Figura 17A], y también un menor contenido de -6 (21,8% frente al 33,6% en la

cohorte de pienso), lo que iba asociado a una menor relacion w-6/w-3 [Figura 17B y C].

Todos estos parametros indicaron un estado proinflamatorio menor en los animales de la
cohorte jamoén de bellota, que en realidad se corrobord a nivel histolégico, como se ha

descrito ya.

Finalmente se analizé mediante GC-MS el contenido cecal de cada animal sacrificado, ya
que en este drgano la microbiota intestinal lleva a cabo procesos de fermentacion, entre otros
sustratos sobre la fibra ingerida, dando lugar a SCFAs (Clauss et al. 2003). Se trat6 asi de
buscar diferencias en la produccion de SCFAs, asociadas a la digestion de las diferentes
dietas en el ciego de los animales (Louis & Flint 2009; Fernandez et al. 2015; Hamer et al.
2008). Solo tres SCFAs mostraron una mayor concentracion en el ciego de los animales de
la cohorte de jamon de bellota: el &cido isobutirico, el &cido isovalérico y el acido valérico
[Figura 16]. Sin embargo, la concentracion de &cido butirico disminuy6 en la cohorte de
jamén de bellota (0,32 mM) respecto a la de pienso (0,98 mM), debido a la légica ausencia
de fibra prebidtica en el jamén de bellota [Tabla 1], nutriente que debe ser fermentado por
la microbiota presente en el ciego para generar SCFAs (Fernandez et al. 2015; Fernandez et
al. 2016).

Por otro lado, dos de los animales de la cohorte de pienso, P3, y especialmente P4, se
encontraban en un estado critico una semana después del tratamiento con DSS (DAI 7 y 8
respectivamente) [Figura 12E]. Estas dos ratas perdieron entre el 21% y el 25% del peso
corporal con respecto a la semana 1 [Figura 12A]. Ademas, curiosamente en estas ratas P3
y P4 la mayor pérdida de peso corporal se produjo en la semana posterior a la retirada del
DSS [Figura 12A], es decir, durante el periodo de recuperacion, lo cual indicaba una mala

prognosis de la enfermedad.
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Al estudiar en detalle la microbiota intestinal de estos dos animales con problemas serios de
pérdida de peso (P3 y P4), se evidencié una importante alteracion a todos los niveles
taxondmicos examinados, especialmente en la rata P4, en comparacion con los demas
animales de la cohorte de pienso [Figuras 18 y 19]. A nivel de filos, la rata P4 mostrd un
52% de contenido en Bacteroidetes, un 38% de Firmicutes y 9% de Proteobacteria, con una
relacion Firmicutes/Bacteroidetes de 0,7. En cambio, el resto de ratas de esta cohorte de
pienso mostraron, de promedio, un 13% de Bacteroidetes, 86% de Firmicutes y 0,5% de
Proteobacteria, con una relacion Firmicutes/Bacteroidetes de 6,6. Estas diferencias
indicaban claramente una disbiosis intestinal profunda en las ratas P3 y P4 con respecto a
los otros animales de la cohorte de pienso. De hecho, la distribucién a nivel de filo para estas
ratas P3 y P4 era mas similar a la de los animales de la cohorte de jamdn de bellota (44%
Bacteroidetes, 34% Firmicutes y 21% Proteobacteria, con una relacion
Firmicutes/Bacteroidetes de 0,8. Esta similitud puede indicar que la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes probablemente no es suficiente para expresar el estado de salud
del individuo, ya que aunque la rata P4 estaba en una condicion critica, los animales de la
cohorte de jamédn de bellota se recuperaron y prosperaron tras los tratamientos con DSS, y
sin  embargo ambos tipos de animales mostraban la misma relacion

Firmicutes/Bacteroidetes.

Aunque habia ademas también mas similitudes que diferencias en las proporciones relativas
de la mayoria de las familias presentes en la microbiota de la rata P4 en comparacién con
los valores promedio de los animales de la cohorte de jamdn de bellota, sin embargo, se
encontraron diferencias significativas a nivel de género y especie. Por ejemplo, la proporcién
relativa del género Parabacteroides fue la misma (4,5%) en la rata P4 y en la cohorte de
jamon de bellota, pero mientras que la distribucion a nivel de especie dentro de esta familia
en los animales de la cohorte de jamdn de bellota fue de 2,8% de Parabacteroides distasonis;
0,7% P. goldsteinii y 0,01% P. merdae; en la rata P4 estos valores fueron de 0,7% de P.
distasonis, 0,5% de P. goldsteinii y 3% de P. merdae. Fueron tal vez estas distribuciones tan
diferentes a nivel de especie las que causaron la diferencia tan importante entre un animal
enfermo (como las ratas P3 y P4) y uno sano (como aquellos en la cohorte de jamon de
bellota).

En general, los animales de la cohorte de jamon de bellota mostraron una distribucion de

taxones de la microbiota intestinal muy diferente respecto a los de la cohorte de pienso
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[Figuras 18, 19 y 20]. El significado de todos estos cambios es dificil de determinar, asi
como establecer los taxones mas relevantes que fueron favorecidos con la dieta de jamén de
bellota, y que podrian estar por tanto involucrados en la proteccién frente al dafio por DSS

durante la induccién de CU.

En este sentido, Bacteroides vulgatus (familia Bacteroidaceae) [Figuras 19 y 20B] tuvo una
presencia relativamente alta en la cohorte de jamén de bellota (7,7%), en comparacion con
la cohorte de pienso (0,4%). Varios estudios han encontrado que esta especies es mas
frecuente en controles humanos sanos que en pacientes con CU o Ell (Conte et al. 2006;
Takaishi et al. 2008; Noor et al. 2010), y que puede proporcionar proteccién frente a la CU
(Waidmann et al. 2003; Sydora et al. 2005; Frick et al. 2007). Sin embargo, otros estudios
muestran que la actividad sialidasa de B. vulgatus causa la liberacidn de acido sialico desde
el tejido intestinal, causando inflamacion intestinal y disbiosis microbiana en ratones

después de la administracion de DSS (Huang et al. 2015).

Parabacteroides distasonis (filo Bacteroidetes, familia Porphyromonadaceae) [Figura 19]
estaba presente en mayor proporcion en la cohorte de jamon de bellota (4%) que en la cohorte
de pienso (0,05%). Como en el caso de B. vulgatus, se han asignado roles opuestos a esta
especie en el desarrollo de CU. Por un lado se ha descrito como un reductor de la inflamacion
intestinal en ratones tratados con DSS, debido a la induccion de la citocina antiinflamatoria
IL-10 (Kverka et al. 2011). Pero por otro lado también se ha descrito como un potenciador
de la inflamacion en ratones que portan una mutacion en las proteinas antiinflamatorias de
reconocimiento del péptidoglicano a nivel intestinal (Pglyrps, peptidoglycan recognition
proteins) (Dziarski et al. 2016). Quizas, el papel protector de P. distasonis requiere la
presencia de las proteinas Pglyrps en la mucosa intestinal. Homologos de estas proteinas
pueden estar presentes en los animales de tipo silvestre utilizados en este estudio y podrian
ayudar por tanto a P. distasonis a llevar a cabo un efecto antiinflamatorio, ya que los
animales de la cohorte de jamon de bellota con altos niUmeros de esta especie mostraron un

estado mas saludable.

Los animales de la cohorte de jamon de bellota mostraron una gran reduccion en el filo
Firmicutes con respecto a la cohorte de pienso, del 50% [Figuras 18A y C]. Dos familias en
este filo mostraron las mayores reducciones en la cohorte de jamon de bellota respecto a la

de pienso, Lachnospiraceae (del 47% en pienso al 10% en jamon de bellota) y
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Ruminococcaceae (del 12% en pienso al 2%) [Figuras 19 y 20A]. Estas dos familias incluyen
numerosas especies con capacidad de sintetizar SCFAs (como butirato o propionato) por
fermentacion de diversas fibras prebioticas (Biddle et al. 2013; Volf et al. 2016). Estas fibras
estan presentes en la dieta de pienso, pero estan totalmente ausentes en los dos tipos de dietas
de jamon. Por lo tanto, la ausencia (o poblaciones muy reducidas) de estas dos familias en
los animales de la cohorte jamon de bellota deberia de ser un factor facilitador del desarrollo
de CU en estas ratas. Sin embargo, este no fue el caso, y probablemente otros factores
estuvieron involucrados en la disminucién de los sintomas de la CU mostrada por estos
animales de la cohorte de jamdn de bellota [Figura 12E]. Dentro de Lachnospiraceae se
redujeron las poblaciones de bacterias mucoliticas, como Ruminococcus gnavus, en los
animales de la cohorte de jamon de bellota (del 17,5% en pienso al 1,5% en jamon de
bellota). Estos resultados van en consonancia con diversos estudios que describen que esta
bacteria es mas abundante en pacientes con EC y EIl (Joossens et al. 2011; Willing et al.
2010; Png et al. 2010) y que puede desempefiar un papel importante en la induccion de

inflamacion intestinal cronica (Eun et al. 2014).

Incluso a pesar de esta disminucion observada en Lachnospiraceae para la cohorte de jamon
de bellota, algunos géneros como Blautia aumentaron, de un 0,01% en la cohorte de pienso
a un 4% en la cohorte de jamén de bellota. En la literatura, los pacientes con CU y EC han
mostrado una menor abundancia del género Blautia que la poblacion sana (G.-L. Chen et al.
2017; Wang et al. 2018). Una explicacion a este hecho es que Blautia podria ayudar a
mantener la homeostasis intestinal, siendo beneficiosa debido a su capacidad de producir

propionato (Polansky et al. 2015).

En la cohorte de jamon de bellota, la pérdida de microbiota productora de butirato, como
especies de la familia Lachnospiraceae y Ruminococcaceae [Figura 16E] podria haberse
compensado con un aumento de microorganismos capaces de producir otros SCFAs como

isobutirato, isovalerato y valerato [Figuras 16A, By C].

El mayor porcentaje de Bacteroidetes en la cohorte de jamon de bellota, un 44% frente a un
13% en la cohorte de pienso [Figura 18] podria explicar el mantenimiento en la produccion
de SCFAs, ya que algunos de los géneros de este filo pueden producir butirato, como
Butyricimonas (0,04% en la cohorte de pienso frente a 1,2% en la cohorte de jamén de

bellota) (Lin et al. 2013), y la mayoria de los miembros de este filo son principalmente
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productores de propionato (Polansky et al. 2015). Asi, por ejemplo, el género Alistipes
(familia Rikenellaceae) [Figuras 19 y 20B]. no estaba presente en la cohorte de pienso, pero
representaba el 1,6% en la cohorte de jamon de bellota. Varios estudios han relacionado la
presencia de Alistipes con un estado bueno de salud (Mancabelli et al. 2017), y una
disminucion de este género se ha asociado a procesos inflamatorios (Borton et al. 2017).
Aparte de producir SCFAs, Alistipes genera succinato como producto final y esto puede
estimular la produccién de varios SCFASs por parte de otros microorganismos comensales
presentes en el intestino, en concreto a través de la ruta del succinato (Nagai et al. 2010). Por
ejemplo, Phascolarctobacterium (familia Acidaminococcaceae, Firmicutes) [Figuras 19 y
20A] es un género bacteriano que utiliza succinato para producir propionato, y que era casi
indetectable en ratas de la cohorte de pienso, pero que poseia un 0,7% de presencia en la

cohorte jamon de bellota (Watanabe et al. 2012).

Otra diferencia notable entre ambas cohortes fue la presencia de la bacteria Bilophila
wadsworthia (familia Desulfovibrionaceae) [Figuras 19 y 20C]. Aungue esta especie del filo
Proteobacteria esta presente en la microbiota intestinal de humanos sanos (Jia et al. 2012),
se ha encontrado frecuentemente asociada a inflamacion en el apéndice y puede considerarse
como un patégeno oportunista (Schumacher et al. 1997). En varios modelos de raton también
se han encontrado evidencias de que la Ell puede ser causada por B. wadsworthia, ya que
esta bacteria aumenta considerablemente en ratones mutantes 1L10 7, carentes de esta
interleucina antiinflamatoria (I. Yang et al. 2013). Una dieta alta en grasas saturadas, como
las derivadas del consumo de leche, puede promover la multiplicacién de B. wadsworthia en
el intestino, conduciendo a un aumento significativo de CU en los ratones mutantes IL10 -,
pero no en animales silvestres (Devkota et al. 2012; Devkota & Eugene B. Chang 2015). En
otros estudios, la administracion oral de B. wadsworthia en ratones libres de patogenos dio
como resultado la reduccion del peso corporal, de la grasa, hepatoesplenomegalia y aumento
de varios factores inflamatorios séricos; incluida la proteina sérica amiloide Ay la IL-6, que

indican una respuesta inflamatoria sistémica (Feng et al. 2017).

En la cohorte de pienso hubo total ausencia de B. wadsworthia, con la excepcion de la rata
P4 (1,3%), que presentaba con una profunda disbiosis frente al resto de sus congéneres de
cohorte. Por el contrario, las cohortes de jamén mostraron una proporcion de un 16,5% para
esta bacteria; unos valores estan en consonancia con un trabajo previo que mostro un

aumento de la misma en dietas carnicas (David et al. 2014).
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Sin embargo, en este trabajo, los animales de la cohorte de jamén de bellota que mostraron
altas poblaciones de B. wadsworthia tenian también un DAI mé&s bajo que las ratas de la
cohorte de pienso. En la cohorte de jamon de bellota, el aumento de peso y la recuperacion
fueron mejores después del tratamiento con DSS [Figura 12C]. Ademas, los niveles
plasmaéticos de citocinas proinflamatorias (como TNF-a e IL-6) no fueron estadisticamente
diferentes entre la cohorte pienso y la de jamén de bellota, lo que indica que se requieren
mas factores ademas de la presencia de B. wadsworthia para el desarrollo de CU en este

modelo animal.

Un evento destacado en este experimento fue el hecho de que en la cohorte de jamén control,
6 de los 8 animales tratados con DSS murieron con hemorragias y dafios graves en el colon
[Figura 12B]. Cuando se compard la tasa de crecimiento de los animales control absoluto
(aquellos que carecian del tratamiento con DSS, las ratas 9 y 10) en las tres cohortes, se
observa que las ratas control absoluto de la cohorte de jamon de bellota tuvieron al final del
experimento un aumento medio de peso del 44%; mientras que las ratas control absoluto de
la cohorte jamén control mostraron un 13% de ganancia de peso, un valor que fue incluso
menor que el de los animales de la cohorte de pienso (32% de aumento de peso) [Figura
12D].

Una explicacion plausible para estos resultados es la presencia de una concentracion elevada
de nitratos, utilizados como conservantes, en el jamén control (189 ppm) [Tabla 1]. Los
nitratos y nitritos son aditivos comunes utilizados en la carne y otros productos alimenticios,
que proporcionan un atractivo color rojo intenso, debido a su unién a la mioglobina muscular
(Skibsted 2011). Su principal uso es proteger contra la contaminacién y el deterioro
provocado en esos alimentos por los microorganismos anaerobios, como las especies del
género Clostridium, por lo que son aditivos importantes en seguridad alimentaria, que evitan,
por ejemplo, brotes de botulismo (Skovgaard 1992). Sin embargo, durante la elaboracion del
jamon de bellota no se afiaden nitratos, con lo que el contenido de los mismos en este
producto es de solo 15 ppm (12,5 veces menor que en el jamon control) [Tabla 1]. A nivel
intestinal, diversas especies de la microbiota llevan a cabo la reduccion de los nitratos a
nitritos, que son mas toxicos. Esta transformacion intestinales una causa bien conocida de
intoxicacion en el ganado, donde los nitritos causan la oxidacion de la hemoglobina en los
eritrocitos, dando lugar a metahemoglobinemia (Cockburn et al. 2013). Ademas, se sabe que

la ingestion cronica de nitritos actia como un agente toxico para los rifiones, el intestino, el
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higado, los pulmones y otros drganos, e incluso tiene potencial efecto procarcindgeno (Ozen
et al. 2014).

En este trabajo se pudo observar de forma indirecta la formacion de nitritos a partir de
nitratos (debido a la actividad nitrato reductasa), ya que se cuantificaron las proporciones de
microorganismos intestinales capaces de llevar a cabo esta reduccion enzimatica. Otros
autores han identificado genes codificadores de la actividad nitrato reductasa en los genomas
asociados a grupos filogenéticos concretos de la microbiota intestinal (Winter & Baumler
2014). Esos estudios demostraron la presencia de estos genes en la mayoria de los genomas
pertenecientes al filo Actinobacteria, asi como en dos clases del filo Proteobacteria
(Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria). En nuestros experimentos, el porcentaje de
estos grupos taxondmicos en concreto fue tres veces mayor en la cohorte de jamén control
(13,7%) que en la cohorte de jamén de bellota (4,7%) [Figura 67]. Esta diferencia podria
deberse a la mayor cantidad de nitrato presente en el jamon control [Tabla 1], lo que habria
favorecido el crecimiento de estas bacterias intestinales reductoras de nitrato y la formacion
de altas cantidades tdxicas de nitrito. Asi, cuando estos animales de la cohorte de jamén
control estuvieron expuestos al tratamiento con DSS, la mayoria (6 de 8 animales) no
pudieron superar el dafio proinflamatorio intestinal adicional tras el causado por esas

concentraciones elevadas de nitrito y se murieron.

Los dos Unicos animales de la cohorte jamén control que sobrevivieron al estudio (C1y C5),
mostraron una proporcion mucho mas elevada del género Enterococcus (12,6%) respecto a
los controles absolutos de la misma cohorte (ratas C9 y C10), que tenian una proporciéon del
0,6% [Figura 19]. La alta presencia del género Enterococcus en la cohorte de jamén control
respecto a las otras dos cohortes (donde representaban menos del 0,05%) podria deberse a
la capacidad de estas bacterias para obtener energia a partir de la reduccién de los nitritos
presentes, generando 6xido nitrico a través de la via de la desnitrificacion (donde estan
implicados los genes nirK y nirS) (Heylen et al. 2006). La presencia de este género reductor
de nitritos podria explicar la supervivencia de las ratas C1 y C5 durante el tratamiento con
DSS, debido a las propiedades probiéticas de las especies de Enterococcus Yy la capacidad
demostrada de estas cepas para suprimir el desarrollo de colitis inducida por DSS (L. L.
Chen et al. 2009; Avram-Hananel et al. 2010; Kanda et al. 2016; Raz et al. 2007).
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Figura 67: Potenciales taxones reductores de nitrato a nitrito presentes en la microbiota de las ratas control absoluto de la

cohorte jamén control y de la de jamén de bellota. C: Jamén control. B: Jamén de bellota.

Asi, este modelo animal ha demostrado que una alta ingesta dietética de productos céarnicos
que contienen un alto contenido de nitrato puede ser una razén de toxicidad crdnica (en este
caso letal) por la formacién de nitritos, debido a la reduccion intestinal del nitrato. Sin
embargo, la suplementacion dietética con algunas especies de Enterococcus podria usarse

para contrarrestar las intoxicaciones esporadicas de nitritos en humanos.

En resumen, la dieta de jamon de bellota modifico la microbiota intestinal de las ratas debido
a la menor presencia de carbohidratos y mayor de proteinas en este alimento, lo que condujo
a una disminucion de las especies de Firmicutes (sacaroliticas) y a un aumento de
Bacteroidetes (proteoliticos) y Proteobacteria [Figura 18]. Esta disbiosis en la cohorte de
jamon de bellota redujo las poblaciones de bacterias productoras de butirato, pero aumento
las de productoras de isobutirato, isovalerato y valerato; de modo que las cantidades totales
de SCFAs en ambas cohortes fueron similares, incluidas concentraciones similares de
propionato [Figura 16]. Otras propiedades beneficiosas de las especies incrementadas en la
cohorte de jamdn de bellota fueron la contribucion al mantenimiento de una homeostasis
intestinal apropiada y la mejoria en la recuperacion de estos animales después del tratamiento
con DSS.
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Ademas, la composicidn de &cidos grasos saludables presentes en el jamon de bellota, con
niveles muy altos de acido oleico (antiinflamatorio) y una baja relacion de w-6/w-3, puede
servir en el futuro como una estrategia en la prevencion del inicio y progresion de la CU,
como se ha demostrado en este modelo animal. Este perfil saludable de acidos grasos en el
jamon de bellota se debe a que los cerdos ibéricos en libertad se alimentan exclusivamente
con bellotas, que muestran un perfil similar, alto, de estos &cidos grasos saludables.

5.2. Estudio de alimentos carnicos funcionales con antocianinas
para la prevencion de CCR en un modelo animal.

En este segundo estudio, las salchichas administradas como alimento (a dos cohortes de
animales) fueron disefiadas con un bajo contenido en grasas saturadas, mediante el uso de
cafia de lomo de cerdo como ingrediente principal (30% de proteinas y un 8% de lipidos).
Estos dos tipos de salchichas también contenian como ingredientes un 1,5% de ajo y un 0,3%
de pimienta negra. En las salchichas funcionales, a esta formula base se afiadié un 10% de

una mezcla de mora y fresa deshidratada, como fuente de antocianinas (0,1% del total).

Las tres cohortes de ratas fueron alimentadas asi durante 20 semanas con pienso, salchichas
control o salchichas funcionales. En este modelo animal para CCR, los tumores de colon se
indujeron quimicamente mediante AOM vy su efecto carcinogénico se potencidé con un
estadio transitorio de CU mediante la administracién de DSS en el agua de bebida, durante
dos semanas separadas en el tiempo. Uno de los animales de la cohorte de pienso murid
durante la segunda administracion de DSS, debido a un intenso sangrado rectal inducido por
la CU. El efecto perjudicial del AOM (administrado en las semanas 2 y 3) y del DSS
(administrado en las semanas 4 y 15) se corrobord al monitorizar el peso de cada animal de
las diferentes cohortes, ya que en esos periodos de tratamiento se observé una reduccion del
crecimiento, especialmente en las ratas de la cohorte de pienso y de salchicha control [Figura
22]. Una posible explicacion de esta aparente proteccion frente a los efectos del AOM y DSS
en la cohorte de salchichas funcionales puede ser el conocido efecto antiinflamatorio de las
antocianidinas (Decendit et al. 2013; Sodagari et al. 2015b; Piberger et al. 2011; Boussenna
et al. 2016; Chamcheu et al. 2015).

Tras las 20 semanas del experimento, se sacrificaron las 29 ratas supervivientes y se evalué
el efecto de las diferentes dietas sobre el desarrollo de CCR. Para ello, se analizaron varios

parametros histologicos, como el nimero de placas de Peyer hiperplasicas en el intestino
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delgado, la capacidad antioxidante total en plasma sanguineo, el peso del ciego, el nimero
de tumores y la extension tumoral total [Figuras 23 a 26].

En el caso de las placas de Peyer hiperplasicas se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las cohortes de salchicha funcional y de salchicha control [Figura 23].
Estas estructuras de la mucosa del intestino delgado contienen gran cantidad de linfocitos y
se vuelven hiperplasicas como una reaccion a alteraciones en el tracto digestivo que afecten
al sistema inmune del animal, como por ejemplo ante la respuesta a toxinas (Mishra et al.
2014). En este estudio, el nimero de placas de Peyer hiperplasicas sirvié como medida
indirecta de la condicion proinflamatoria general de los animales tras el tratamiento de
induccion de CCR. Los resultados mostraron un menor numero de placas de Peyer
hiperplasicas en la cohorte de salchichas funcionales (un 27,1% menor que en salchichas
normales), pudiendo explicarse este hecho por el efecto antiinflamatorio que ejercian las
antocianinas presentes en este tipo de alimento (un 0,11% del contenido total de esta matriz

carnica).

Otro efecto beneficioso de las antocianinas presentes en el alimento de la cohorte de
salchichas funcionales fue mostrado al analizar la capacidad antioxidante en el plasma
sanguineo (mediante ensayo FRAP) [Figura 24]. En la cohorte salchicha funcional se
observo un aumento estadisticamente significativo de este parametro en comparacién con la
cohorte de pienso, indicando que estos flavonoides, al igual que gran parte de los compuestos
de esta familia, son potentes antioxidantes, protegiendo frente a dafios en el ADN y frente a
la progresion del cancer (Lin et al. 2017; Alipour et al. 2016; Lu et al. 2017).

A nivel histologico se midié ademés el numero de tumores presentes en cada colon y la
extension de la mucosa del colon afectada por estos [Figura 26]. En cuanto al nimero de
tumores, se produjo una reduccion estadisticamente significativa entre la cohorte de
salchichas funcionales (31,8 + 3,3) respecto a la cohorte de pienso (58,5 £ 9,5). Esta
reduccion fue tambien notable respecto a la cohorte de salchichas control (44,5 + 6,2),
aunque en este caso carecio de significacion estadistica. A partir de estos resultados se puede
deducir que la adicion de antocianinas a la formulacion de las salchichas funcionales
proporciond proteccion frente a CCR, pdando lugar por tanto a carnicos procesados con

propiedades preventivas frente a CCR en este modelo animal.
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Es de destacar también que la cohorte de salchichas control mostr6 un aumento en el nimero
de tumores respecto a la cohorte de salchichas funcionales, pero mostr6 menos tumores que
la cohorte de pienso, aunque sin una diferencia estadisticamente significativa. Una
explicacion es que estas salchichas se formularon utilizando cafia de lomo de cerdo, que
tiene un bajo contenido graso (8% de lipidos) y con la ausencia de los conservantes
habituales en este tipo de céarnicos procesados, como los nitritos y nitratos (precursores de
nitrosaminas, potencialmente carcinogénicas). Ademas, en la formulacion de este alimento
carnico se utilizé un 1,5% de ajo en polvo y un 0,3 % de pimienta negra liofilizada, como
aditivos antimicrobianos. Estas especias tienen propiedades antitumorales demostradas
frente a CCR, debido al contenido de alicina del ajo y el contenido en piperina de la pimienta
negra (Jikihara et al. 2015; Rather & Bhagat 2018). Estos nutracéuticos pueden ser los
responsables de la pequefia reduccién en cuanto al nimero de tumores en la cohorte de
salchichas control respecto a la de pienso. De todos modos, la adicion del 1,1% de
antocianinas a este carnico permitié la generacion de un alimento carnico con propiedades

preventivas de CCR [Figura 26].

La composicion de la microbiota intestinal en estos animales se determind, como en el
estudio del apartado anterior, mediante secuenciacion del ARN ribosomal 16S de muestras
del contenido del ciego. A nivel de filo, se observaron diferencias entre la cohorte de pienso
y las dos de salchichas (control y funcional) [Tabla 5 y Figura 27]. Sin embargo, la
composicion a nivel de filo entre las dos cohortes de salchichas fue bastante similar [Figura
27], conteniendo ambas cohortes altas proporciones del filo Proteobacteria (15,8% en la
cohorte de salchichas control y 10,4% en la funcional). Por tanto se puede deducir que la
adicion de carne en la dieta de estos animales causé un incremento en el porcentaje del filo
Proteobacteria [Tabla 5], que va en consonancia con varios estudios en modelos animales y
poblaciones humanas, donde la presencia de mayores cantidades de productos carnicos en
la dieta se asocia con una disbiosis en la microbiota intestinal hacia poblaciones del filo
Proteobacteria y un estado proinflamatorio. Este estado proinflamatorio, relacionado con
una mayor ingesta de productos carnicos, ha sido asociado a una mayor incidencia de CU,
EC y CCR (Constante et al. 2017; Agus et al. 2016). Por el contrario, en la cohorte de pienso,
con un mayor contenido de fibra ingerida, aumentaron las poblaciones de Firmicutes

(82,99%, frente a 69,6% y 75,2 % en salchicha control y funcional, respectivamente) y
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Bacteroidetes (16,42%, frente a 12,4% y 12,1% en salchicha control y funcional,

respectivamente) [Tabla 5].

La composicion a nivel de familias fue bastante similar en las dos cohortes de salchichas,
aungue se observaron algunas diferencias en tres familias en concreto [Figuras 28 y 29].
Clostridiaceae fue mas frecuente en la cohorte de salchichas funcionales, vy
Enterobacteriaceae y Desulfovibrionaceae fueron menos frecuentes en la cohorte de
salchichas funcionales [Figura 28]. La reduccion de la presencia de la familia
Desulfovibrionaceae, del 11,09% en la cohorte de salchicha control al 7,96% en la de
salchicha funcional, fue la Unica que mostrd diferencias estadisticamente significativas
también a nivel de especie. Este fue el caso de Bilophila wadsworthia, una bacteria intestinal
que es capaz de reducir el sulfito, generando HS [Figura 30]. En diversos estudios donde se
utilizaron dietas ricas en carne, B. wadsworthia aumento sus poblaciones intestinales, ya que
el mayor contenido en grasas de estas dietas indujo un incremento de la secrecion de &cidos
biliares, a los que esta bacteria es resistente. Ademas, la mayor abundancia de esta especie
en personas afectadas por enfermedades intestinales (apendicitis, Ell, etc.) produce altos
niveles genotoxicos de HS en el intestino, que estan asociados al desarrollo de trastornos
intestinales proinflamatorios y al CCR (David et al. 2014; Devkota et al. 2012; Rowan et al.
2009; Attene-Ramos et al. 2007; Yazici et al. 2017). Este efecto proinflamatorio de B.
wadsworthia se ha demostrado en un modelo de raton libre de patdgenos, donde la
administracion oral de esta bacteria indujo un estado inflamatorio, con reduccién de peso
corporal, hepatoesplenomegalia, elevacién de los niveles de I1L-6 sérica y de la proteina
amiloide A (Feng et al. 2017).

En base a estos datos, se pudo observar que la introduccion de antocianinas en estas
salchichas funcionales permitio producir diversos cambios en la microbiota intestinal,
principalmente  en  tres  familias  (Clostridiaceae, = Enterobacteriaceae vy
Desulfovibrionaceae). En la familia Desulfovibrionaceae, estos cambios se debieron
principalmente a una reduccion en las poblaciones de B. wadsworthia, que en el caso de la
cohorte de salchichas funcionales causo probablemente un efecto secundario protector tras
la ingestion de antocianinas. Sin embargo, el potencial efecto inhibitorio de las antocianinas

sobre el crecimiento de B. wadsworthia aun no ha sido analizado directamente in vitro.

184



DISCUSION

Respecto a la prevencion de CCR, in vitro se ha observado efecto antitumoral sobre lineas
celulares de este cancer usando diferentes extractos ricos en antocianinas(Feng et al. 2017).
Por ejemplo, experimentos in vitro con la linea celular de CCR Caco-2 mostraron una
reduccion del 40% en la supervivencia después del tratamiento con antocianinas extraidas
de boniatos azules (Feng et al. 2017). Se han observado efectos similares sobre otras lineas
celulares de CCR, como HT29 (Venancio et al. 2017; Lopez de Las Hazas et al. 2017). Estos
flavonoides también han mostrado un efecto protector in vivo en modelos animales de CCR,
como en ratones con el gen apc mutado, donde se observo que el numero de tumores se
redujo un tercio tras la suplementacion de la dieta con un 10% de boniato azul (0,12% de
antocianinas) (Asadi et al. 2017). Una reduccion similar de los tumores en el colon se
observd también en un modelo de ratones alimentados con extracto de arandanos, una fuente

rica en antocianinas (Lippert et al. 2017).

Las antocianinas muestran importantes propiedades antiinflamatorias, siendo capaces de
reducir los niveles de linfocitos T CD3* en la mucosa intestinal, un grupo celular asociado a
las cascadas de inflamacién (Péivérinta et al. 2016). En otros estudios, las antocianinas han
sido descritas como agentes moduladores de la microbiota intestinal. Por ejemplo, la
suplementacion de antocianinas en un modelo animal de CCR fue capaz de reducir las
poblaciones de bacterias patdgenas (como Enterococcus sp. y Desulfovibrio sp.) y al mismo
tiempo aumentar la de especies con potencial probidtico (como Eubacterium rectale o
Faecalibacterium prausnitzii) en el intestino (Chen et al. 2018). Esta modulacion de la
microbiota intestinal puede explicar las diferencias presentadas entre las dos cohortes de
salchichas de este estudio experimental. En el intestino, los flavonoides glucosilados, como
las antocianinas, sufren la hidrélisis enzimatica de sus azlcares, dando lugar a sus aglicones,
en este caso las antocianidinas, que son la parte activa de estos flavonoides, absorbida

entonces por los colonocitos (Marin et al. 2015; D’ Archivio et al. 2010).

En este estudio, la prevencidn observada frente a CCR probablemente se deba a los efectos
antiinflamatorios de la suplementacion con antocianinas, ya descritos para estos flavonoides;
al igual que a la capacidad antioxidante observada en el plasma de los animales de la cohorte
salchichas funcionales, pero también a la reduccion de poblaciones bacterianas con potencial

efecto proinflamatorio, como B. wadsworthia.
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En resumen, en este segundo estudio se ha formulado un producto cérnico procesado
funcional con antocianinas, con propiedades preventivas en CCR. Estos productos carnicos
funcionales pueden ser una alternativa en la dieta para promover una mejor salud en la
poblacién, especialmente en paises donde se produce una alta disbiosis de la microbiota

debido al consumo excesivo de productos cérnicos.

5.3. Estudio de alimentos carnicos funcionales con prebiéticos
derivados de lactulosa para la prevencion de CCR en un
modelo animal

En este estudio se utilizé una dieta que contenia afiadido el prebidtico GOS-Lu, que esta
formado por una mezcla de lactulosa 24,7%; fructosa 19,5%; galactosa 12,4%; glucosa
1,2%; disacaridos GOS-Lu 13,6%; trisacaridos GOS-Lu 22,6%; tetrasacaridos GOS-Lu
5,1%; y pentasacaridos GOS-Lu 1%. Este prebiotico fue afiadido al 10% en el agua de bebida

de los animales utilizados.

Se indujo quimicamente CCR a 8 animales de cada una de las dos cohortes que conformaron
el estudio (pienso, y pienso con GOS-Lu). Para ello se utilizé el método de AOM con
refuerzo via DSS. Un animal de la cohorte de pienso fallecid durante la segunda
administracion de DSS a causa de hemorragias intestinales causadas por la induccién de CU.
El efecto perjudicial de la induccion de CCR se observo al cuantificar la ganancia de peso
de los animales, con una reduccion de su crecimiento en las primeras semanas
(especialmente en la semana 5) a consecuencia de la administracion de AOM y DSS. No
hubo diferencias significativas en la ganancia de peso entre las dos cohortes durante las 20

semanas que durd el experimento [Figura 32].

Al finalizar el experimento en la semana 20, los 19 animales que sobrevivieron fueron
sacrificados con el fin de evaluar el efecto de la dieta prebidtica sobre el CCR. Para ello, se
analizaron ciertos parametros histoldgicos, como el peso del ciego, el nimero de tumores y

la extension tumoral afectada total [Figuras 33 y 34].

El peso del ciego aumentd significativamente en la cohorte de GOS-Lu (7,63 £ 0,4 g) frente
a la cohorte de pienso (5,64 = 0,4 g) [Figura 33]. ElI aumento del ciego sirve como una
indicacion de las propiedades prebidticas de esta preparacion GOS-Lu, ya que el ciego es la

parte principal del trato digestivo donde se produce el proceso fermentativo dela fibra
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prebidtica, llevado a cabo por la microbiota intestinal. En presencia de prebioticos, algunas
poblaciones bacterianas prosperan en el ciego, lo que contribuye a que este 6rgano aumente
de tamafio (Roller, Rechkemmer, et al. 2004; Wang et al. 2010; Chen et al. 2011).

La produccion de SCFAs detectada en las heces se correlaciona asi con la fermentacion
bacteriana de los compuestos prebidticos en el ciego. En este estudio se observo un aumento
estadisticamente significativo del 56,9% en las concentraciones de propionato de la cohorte
GOS-Lu respecto a la de pienso [Figura 35A]. En los otros SCFAs detectados mediante GC-
MS, no se observaron diferencias estadisticamente significativas, pese a que las
concentraciones de butirato y hexanoato descendieron en la cohorte de GOS-Lu [Figura 35].
Estos resultados se correlacionardn méas adelante con los cambios en la composicion de la
microbiota intestinal de ambas cohortes, donde se estudiaran los taxones bacterianos

involucrados en la produccion de SCFAs.

A nivel histologico se cuantifico el nUmero de tumores presentes en el colon y la extension
de la mucosa afectada por los mismos [Figura 34]. EI nGmero de tumores sufrié un descenso
estadisticamente significativo de un 57,5% en la cohorte de GOS-Lu (24,8 £ 1,5) frente a la
cohorte de pienso (58,5 + 9,5). Este descenso también se observé en la extension de la
mucosa del colon afectada por tumores, en la que se redujo un 50,4% su extension en la
cohorte de GOS-Lu (240 + 28,1 mm?) con respecto a la cohorte de pienso (484,8 + 76,6
mm?). Estos resultados muestran un claro efecto protector de la suplementacion de la dieta
con GOS-Lu frente al CCR, que concuerdan con los potenciales efectos antitumorales de los
diferentes prebidticos descritos en la bibliografia (Gourineni et al. 2011; Bauer-Marinovic
et al. 2006; Hsu et al. 2004).

Tras analizar estos parametros histologicos, se determind la composicion de la microbiota
intestinal a partir del contenido cecal mediante la secuenciacién del ARN ribosomal 16S. En
este caso se utilizaron diversos indices de diversidad alfa para calcular la diversidad
taxonomica de las muestras de las dos cohortes. Los indices de Shannon, Chao y Simpson
mostraron mayor riqueza bacteriana en el ciego de los animales de la cohorte de GOS-Lu

respecto a los animales de la cohorte de pienso [Figura 37].

El analisis de microbiota a nivel de filos mostro diferencias importantes entre ambas cohortes
[Tabla 6]. Asi, la cohorte de GOS-Lu mostro un incremento del 28.1% en Bacteroidetes y

una disminucién del 19.3% en Firmicutes. Consecuentemente, en la cohorte de GOS-Lu se
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produjo una disminucion estadisticamente significativa en la ratio Firmicutes/Bacteroidetes
[Figura 36]. En la literatura se ha propuesto que una ratio elevada del parametro
Firmicutes/Bacteroidetes es un buen marcador para determinadas enfermedades en animales
y humanos, como obesidad y diabetes tipo Il (ambas afecciones inflamatorias y metabdlicas)
(Ley et al. 2005; Ley et al. 2006).

A nivel taxondmico de familias, se observd que el aumento significativo del filo
Bacteroidetes en la cohorte de GOS-Lu se debia principalmente al aumento en la abundancia
de la familia Bacteroidaceae (en concreto en el genero Bacteroides) y de la familia
Prevotellaceae (en concreto en el género Paraprevotella), ademas de a un aumento del
género Parabacteroides [Tabla 7, Figura 38 y 40]. Estos tres géneros cobraron importancia
en este estudio, ya que habian sido descritos como buenos productores de propionato
(Polansky et al. 2015). EI género Phascolarctobacterium, que pertenece a la familia
Acidaminococcaceae (Firmicutes), también es un buen productor de propionato (Watanabe
et al. 2012) y sufrié incremento en la cohorte de GOS-Lu. Estos cuatro generos son asi los
principales responsables del aumento en la produccion de propionato observada en la cohorte
de GOS-Lu [Tabla 7, Figuras 40 y 41A]. Este aumento de la concentracion de propionato
puede ser una explicacion plausible para la gran reduccion de tumores observada en esa

cohorte con suplementacion prebidtica en la dieta [Figura 34].

La reduccion estadisticamente significativa en el filo Firmicutes se debid, en general, a los
menores porcentajes de poblacion de la familia Lachnospiraceae [Figuras 38 y 40]. Sin
embargo, algunos géneros concretos de esta familia eran ligeramente mas abundantes en la
cohorte de GOS-Lu (Lachnoclostridium, Anaerostipes, Dorea o Blautia). La familia
Lachnospiraceae esté involucrada en la produccion de altos niveles de butirato (Polansky et
al. 2015), y su reduccion en la cohorte de GOS-Lu podria relacionarse con los niveles mas
bajos de produccion de butirato encontrados en los animales de esta cohorte [Figura 35B].
Dentro de la familia Lachnospiraceae, la bacteria mucolitica Ruminococcus gnavus mostré
una reduccion significativa. Esta bacteria no beneficiosa aumenta en casos de EC y Ell
(Joossens et al. 2011; Willing et al. 2010; Png et al. 2010), jugando un papel importante en

la induccion de inflamacion intestinal crénica (Eun et al. 2014).

La familia Eubacteriaceae (Firmicutes) también sufrié una reduccion de sus niveles en la

cohorte de GOS-Lu. Esta disminucion puede tener un papel protector frente a procesos
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proinflamatorios, ya que se ha descrito un aumento de Eubacteriaceae en perros que
padecian EIl (Omori et al. 2017).

Otras tres familias de Firmicutes fueron mas abundantes en la cohorte de GOS-Lu:
Oscillospiraceae, Christensenellaceae y Ruminococcaceae (en especial aqui los géneros
Faecalibacterium y Subdoligranulum) [Tabla 7]. Esto es importante, ya que se ha descrito a
Faecalibacterium como un género antiinflamatorio que secreta metabolitos capaces de
bloquear la activacion de NF-kB, un mediador celular proinflamatorio que esta implicado en
CCR (Sokol et al. 2006; Huang et al. 2017; Han et al. 2016). De manera similar, la familia
de Christensenellaceae se ha asociado con efectos beneficiosos en el huésped, como un

menor riesgo de obesidad (Goodrich et al. 2014).

En el filo Actinobacteria, la cohorte de GOS-Lu mostré un aumento, debido principalmente
a la familia Bifidobacteriaceae y especialmente al género Bifidobacterium, que se asocian a
beneficios en la salud, incluida la proteccion contra afecciones proinflamatorias y contra el
CCR [Tabla 6 y Figura 40]. La proteccion frente al CCR estd asociada en este caso a la
supresion de la via proinflamatoria dependiente de NF-kB (Roller, Pietro Femia, et al. 2004;
Paveljsek et al. 2018; Celiberto et al. 2017; Kim et al. 2010).

Finalmente, dentro del filo Proteobacteria se redujeron las poblaciones del género
Desulfovibrio (familia Desulfovibrionaceae) en la cohorte de GOS-Lu [Tabla 7]. La
presencia de esta bacteria mucinolitica estd asociada a la induccién de apoptosis en la mucosa
del colon de modelos in vitro y a cambios proinflamatorios en pacientes con CU, como la
disminucion de la sulfatacién de mucina (Coutinho et al. 2017; Lennon et al. 2014). Ademas,
este género esta asociado a niveles elevados de dafio a nivel de mucosa, causados por la
reduccion del grosor de la barrera de mucina, que en condiciones normales actia como
proteccién natural frente a los procesos proinflamatorios inducidos por la microbiota luminal
(Song et al. 2018).

Sin embargo, en este modelo animal, Bilophila wadsworthia (otro miembro de la familia
Desulfovibrionaceae) aumentd en la cohorte de GOS-Lu. Esta especie estd asociada
normalmente a un efecto proinflamatorio, aunque parece ser que esto requiere la presencia
de niveles bajos de la interleucina antiinflamatoria IL-10, como los encontrados en ratones
mutados para IL-107" en la mucosa del colon (Rennick et al. 1997; Devkota & Eugene B

Chang 2015; Devkota et al. 2012). Por lo tanto, en un modelo animal de ratas silvestres como
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las de este trabajo, el efecto proinflamatorio de B. wadsworthia podria atenuarse a diferentes

niveles en la mucosa intestinal, ya que en este caso los niveles de IL-10 son normales.

En base a estos resultados, se puede deducir que la adicion del prebiotico GOS-Lu a la dieta
permitié disminuir los tumores de colon (57,5% de reduccion), un efecto que pudo atribuirse
principalmente a un aumento en las concentraciones intestinales de propionato. Este SCFA
posee propiedades antitumorales (induccion de apoptosis en células de CCR) y sus
concentraciones elevadas en la cohorte GOS-Lu pueden asociarse a un aumento de
poblaciones bacterianas descritas como buenas productoras de propionato, como es el caso
de Bacteroides, Paraprevotella (ambos géneros del filo Bacteroidetes) y

Phascolarctobacterium (un género de Firmicutes).

Ademaés, la administracion de GOS-Lu puede asociarse aqui a una reduccion de las
poblaciones de bacterias proinflamatorias, como Desulfovibrio (un género del filo
Proteobacteria), pero especialmente con la mayor abundancia de géneros bacterianos con
propiedades antiinflamatorias y antitumorales, como es el caso de Bifidobacterium (un
género del filo Actinobacteria) y de Faecalibacterium (un género del filo Firmicutes). En
base a estos resultados, el compuesto GOS-Lu puede describirse como un prebidtico con
efectos protectores contra el inicio y la progresion del CCR en este modelo animal, lo que

abre el camino a su amplio uso en poblaciones humanas como nutracéutico.

Ademas, con el fin de demostrar la actividad de los principales SCFAs (propionato y
butirato) determinados en las muestras cecales de este estudio, se realizaron ensayos sobre
tres lineas celulares de CCR (HCT116, HT29 y T84) con los mismos. Los ensayos de
viabilidad celular con butirato mostraron gran actividad en las tres lineas celulares de CCR
[Figura 43], siendo mas activo en la linea HCT116 [Tabla 8], que es la tnica de las tres lineas
celulares de CCR ensayadas que no posee mutado el gen TP53. En las células control BHK21
(fibroblastos) se observé una cierta resistencia frente al butirato, necesitandose
concentraciones mas elevadas que en las otras tres lineas celulares para llegar a la Clso (8,6
veces mayor que en HCT116, 5,32 veces mayor que en HT29 y 3,04 veces mayor que en
T84) [Tabla 8]. Estos resultados mostraron cierta especificidad del butirato por las lineas

celulares tumorales frente a los fibroblastos normales.

Los ensayos de viabilidad celular con propionato mostraron una mayor actividad en la linea

HCT116 que en HT29 y una resistencia elevada en la linea tumoral metastasicaT84,
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necesitdndose aqui concentraciones 10 veces superiores respecto a las otras dos lineas
celulares tumorales [Figura 42]. Este compuesto mostrd una menor actividad que el butirato,
necesitandose concentraciones mas elevadas que éste para producir la misma reduccién de
la viabilidad en cultivos de CCR [Figura 44].

Las concentraciones de SCFAs que mostraron actividad antitumoral, salvo en el caso del
propionato frente la linea celular T84 (muy elevadas), fueron concentraciones totalmente
fisioldgicas, del orden de 0,9 a 7 mM. Asi, las dietas con una ingesta moderada-alta de fibra
mostraron concentraciones intestinales de SCFAs proximas a 10 mM (Fleming et al. 1985;
Fleming et al. 1983), que por tanto son mucho mayor que las ensayadas para estos dos
SCFAs in vitro.

En estos estudios in vitro frente a lineas tumorales de CCR se observé que estas reducciones
de la viabilidad eran debidas a una induccién de apoptosis mediada por estos compuestos
[Figura 45]. EIl principal mecanismo de accion antitumoral descrito para los SCFAS es el
bloqueo de la histona deacetilasa en el nucleo de las células tumorales, lo que provoca
cambios transcripcionales en genes con actividad proapoptotica como BAK y TP21
(Donohoe et al. 2012; Fernandez et al. 2015). Las lineas celulares HT29 y T84 mostraron
mayor resistencia al tratamiento que la linea HCT116, debido a las diversas mutaciones que
poseen [Tabla 3], entre ellas la del supresor tumoral TP53, que regula a TP21, uno de los

principales mediadores de la actividad de los SCFAs.

Estos efectos sobre las lineas celulares se completaron con el estudio del ciclo celular. Asi,
en la linea tumoral HCT116 tratada con SCFAs, el ciclo celular qued6 bloqueado en la fase
S [Figura 46], probablemente debido a que esta linea tiene menos mutaciones en genes
(como TP53) involucrados en puntos de control de la division celular (Zeng et al. 2017,
Kim et al. 2004). Las otras dos lineas celulares utilizadas poseen mutados varios genes
reguladores del ciclo celular [Tabla 3], por lo que los SCFASs actuaron aqui con menos
eficiencia y el bloqueo en estas lineas fue producido en una fase diferente, la G1/G2. Este
bloqueo estd mediado por TP21, con la produccion de ciclinas (cdks), que van a realizar este

bloqueo del ciclo celular en fases tempranas (Hinnebusch et al. 2002).

En estos experimentos se observé por tanto que las concentraciones fisiologicas de SCFAs
(especialmente en el caso de butirato) son capaces de reducir la viabilidad de las células de

CCR, pero no la de los fibroblastos control, mediante la induccién de apoptosis por vias de
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sefializacion mediadas por TP21 y BAK. El uso de propionato y butirato puede llegar a ser
un tratamiento adyuvante prometedor frente a este cancer, ya que los compuestos
quimioterapicos usados en el tratamiento de este tipo de neoplasia generan multitud de

efectos secundarios y resistencias (Marin et al. 2012; Housman et al. 2014).

5.4. Estudio de alimentos carnicos funcionales con inulina para
la prevencion de CCR en un modelo de CCR inducido
quimicamente

Para este estudio se fabricaron dos alimentos carnicos (chorizo y jamon cocido), limitando
el contenido lipidico (8%), y sin la adicion de conservantes (exceptuado pimentdon dulce, sal
y ajo). Ademas, el ahumado, en el caso de los chorizos, se realizé por métodos novedosos
de friccibn de madera a baja temperatura para evitar la presencia de benzopirenos,
generandose asi unos productos carnicos procesados mas saludables. Estos alimentos se
convirtieron en funcionales mediante la adiciéon de inulina (15,8% en chorizo y 10% en
jamén cocido) reduciéndose ain mas el contenido lipidico total, ya que ésta reemplaza al

tocino utilizado en la preparacion del chorizo.

Las ratas se agruparon en este caso en tres cohortes (pienso, carnico control y carnico
funcional), reuniendo en una Unica cohorte asi tanto el chorizo y el jamon control como sus
versiones funcionales, para ganar potencia estadistica, ya que no se observaron diferencias
significativas entre ambos tipos de alimentos (chorizo y jamon cocido). Los tumores del
colon se indujeron de nuevo quimicamente mediante dos dosis de AOM y dos periodos de
DSS, para potenciar el efecto del AOM con una fase de inflamacion aguda. De las 50 ratas
iniciales del experimento, fallecieron dos de los grupos control en las primeras semanas
(pienso 10 y jamon control 7), debido a patologias adquiridas desde el nacimiento (menor
peso corporal de partida). Ademas, tras la primera administracion de DSS fallecieron otros
dos animales (chorizo funcional 6 y jamoén control 6) a causa de un sangrado rectal intenso

causado por una CU severa.

Tras las 20 semanas de experimentacidn, las 46 ratas que sobrevivieron se sacrificaron y se
analizaron diferentes parametros histoldgicos y bioguimicos, como el nivel de
triacilglicéridos en sangre, el peso del ciego, las placas de Peyer hiperplésicas en intestino
delgado, el nimero de tumores y la extension coldnica afectada, la produccion de SCFAs en

heces de ciego y la microbiota intestinal.
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Los niveles de triacilglicéridos en plasma sanguineo disminuyeron significativamente en la
cohorte de céarnico funcional (110 + 5,7 mg/dL) respecto a la cohorte de pienso (172,1 + 22,1
mg/dL) y sufrieron un descenso no significativo frente a la cohorte de carnico control (147
+ 13,2 mg/dL, p-valor de 0,06) [Figura 48]. Estos resultados son positivos, ya que el aumento
del contenido lipidico en el sistema circulatorio esta asociado a problemas cardiovasculares,
obesidad, fallos renales, diabetes, inflamacion mediada por macréfagos, etc. (Goldberg
2018; Kang et al. 2015; Scordo & Pickett 2017). El descenso de estos niveles en la cohorte
funcional se correlaciona con otros estudios donde se ha observado que el consumo de
prebioticos, como la inulina y los fructooligosacaridos, reducen los niveles de triglicéridos
sanguineos entre un 20 y un 30% (Pereira & Gibson 2002).

El peso del ciego aumento significativamente en la cohorte funcional (12,4 + 0,5 g) respecto
a la cohorte de pienso (6,3 + 0,4 g) y a la de carnico control (5,1 + 0,2 g) [Figura 49]. Este
hecho corroboro el efecto prebidtico de la inulina, que no puede ser digerida a lo largo del
tracto gastrointestinal, fermentandose en el ciego por medio de la microbiota intestinal. Este
organo funciona como una especie de biorreactor intestinal donde la microbiota
fermentadora va a multiplicarse en presencia de sustratos prebidticos, aumentando asi su
tamafo (Cummings et al. 2001; Xiao et al. 2015).

ElI nimero de placas de Peyer hiperplasicas del intestino delgado disminuyo
significativamente en la cohorte funcional (9,8 £ 0,9) respecto a la de carnico control (17,4
+ 1,1). También se observ6 un descenso en el nUmero respecto a la cohorte de pienso (14,1
+ 1,6) [Figura 50]. Las placas de Peyer son parte del tejido linfoide, y estan formadas por
foliculos rodeados de linfocitos T, capaces de desencadenar una respuesta inmune al
interaccionar con toxinas, patdgenos o celulas cancerigenas, provocandose entonces el
crecimiento macroscopico de estos tejidos linfoides (Bailey et al. 2001; Mishra et al. 2014).
La cuantificacion de estas placas nos permite asi describir de forma indirecta el estado

inflamatorio de cada animal.

En la cohorte funcional el nimero de tumores sufrié una disminucion significativa de un
49,9% respecto a la cohorte de carnico control. La disminucion en el nimero de tumores
también se observo con respecto a la cohorte de pienso, aunque esta diferencia no lleg6 a ser
significativa [Figura 51A]. Estos datos iban parejos a la extension total de la mucosa del

colon afectada por tumores, ya que la cohorte de carnico funcional mostro un 56,9% y un
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59% menos de extension afectada que en la cohorte de pienso y cérnico control
respectivamente [Figura 51B]. Estos efectos estan de acuerdo con otros estudios que habian
observado un efecto protector de la inulina frente a la formacion de CCR (Moen et al. 2016;
Qamar et al. 2016).

En cuanto a la concentracion de SCFAs en las heces del ciego, en la cohorte funcional se
produjo un importante aumento en el propionato respecto a las otras dos cohortes (del 51,8%
frente a cohorte carnico control y 72,6% frente a la de pienso) [Figura 52A] y un aumento
significativo de la concentracion de butirato respecto a la cohorte de carnico control (del
39,1%) [Figura 52B]. Los SCFAs son los principales productos de la fermentacion
prebidtica, siendo el butirato y el propionato dos compuestos con grandes propiedades

antitumorales en CCR, como ya se ha descrito (Fernandez et al. 2016; Yang & Yu 2018).

Tras los andlisis histoldgicos, se realiz6 la metagendmica del ARN 16S de las heces del ciego
intestinal se observaron aqui diferencias en todos los taxones entre las diferentes cohortes
estudiadas. En la cohorte funcional se observé un incremento del 67.7% y del 43,9% respecto
a la cohorte de pienso y de cérnico control respectivamente del filo Bacteroidetes y una
disminucion del 49,1% y del 36,7% respectivamente del filo Firmicutes [Tabla 9], dando
lugar a un ratio Firmicutes/Bacteroidetes mucho mas bajo que en el resto de cohortes (0,8
frente a 6,7 en pienso y 2,7 en chorizo control) [Figura 53], un dato positivo, ya que unos
niveles elevados de Firmicutes generalmente se relacionan con enfermedades asociadas a
inflamacién, como obesidad o diabetes (Ley et al. 2005; Ley et al. 2006). En la cohorte
funcional el aumento de Bacteroidetes y la disminucién de Firmicutes estaba en
concordancia con otros estudios donde se habian observado los mismos cambios en dietas
ricas en almidon resistente o inulina, asi como un aumento del filo Proteobacteria, que
también ocurre en nuestro caso (Ferrario et al. 2017; Van den Abbeele et al. 2013; Reygner
et al. 2016).

A nivel de familias se observé una composicion diferencial entre las tres cohortes. La cohorte
de pienso mostré mayor similitud con la cohorte de carnico control, ya que las tres familias
predominantes  fueron las  mismas  (Lachnospiraceae, Clostridiaceae vy
Porphyromonadaceae) y difirieron de las tres mas frecuentes en la cohorte funcional
(Prevotellaceae, Bacteroidaceae y Porphyromonadaceae). Estas diferencias se observan en

el dendrograma [Figura 54], donde los animales pertenecientes a la cohorte de pienso y a la
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cohorte de cérnico control se muestran agrupados en el brazo izquierdo del mismo. Sin
embargo, los animales de la cohorte funcional estan agrupados en el brazo derecho, a
excepcion de tres integrantes de carnico control (CC1, CC3 y JC2) que estan agrupados en
una subdivision del lado derecho, mostrando méas parecido con la composicion de las
familias de la cohorte funcional [Figura 54]. Las diferencias homogeéneas entre las cohortes
a nivel de familias nos muestran que la suplementacion con inulina fue capaz de modular la

microbiota intestinal respecto a sus controles.

El aumento tan elevado del filo Bacteroidetes en la cohorte funcional se debid
principalmente al incremento en las familias Bacteroidaceae y Prevotellaceae y en menor
medida al género Parabacteroides [Tabla 10 y Figura 54]. Estos taxones estan catalogados
como productores de propionato (Polansky et al. 2015), por lo que su incremento en la
cohorte funcional puede correlacionarse con el aumento de los niveles de propionato

encontrado en sus ciegos [Figura 52].

El gran incremento observado en la familia Prevotellaceae en el caso de la cohorte funcional
esta de acuerdo con otros estudios, donde se ha detectado un incremento de esta familia en
el caso de dietas ricas en fibra, debido a la capacidad sacarolitica de los géneros y especies
que la integran, generando SCFAs (Ferrario et al. 2017; Koleva et al. 2012; VVan den Abbeele
et al. 2018; Voreades et al. 2014). Esta familia Prevotellaceae presenta una relacién
controvertida con el CCR, ya que la mayoria de investigaciones observan una reduccion de
esta familia en casos de CCR (Weir et al. 2013; Zackular et al. 2013; Sun & Kato 2016; Zhu
et al. 2014), mientras que su aumento esta correlacionado con dietas ricas en frutas y
verduras (fibra). Sin embargo, otros estudios muestran el efecto contrario, con
concentraciones elevadas de la familia Prevotellaceae en casos de CCR (Chen et al. 2012)
0 en el tejido tumoral (Sivaprakasam et al. 2016), aunque algunos autores asocian este

incremento a una mayor supervivencia tras la cirugia en CRC (Flemer et al. 2018).

La familia Rikenellaceae (filo Bacteroidetes) mostrdé una reduccion en la cohorte funcional,
correlacionandose con algunos estudios donde se observa una mayor presencia de la misma
en pacientes con CCR y un incremento a medida que se desarrolla el tumor, pudiendo tener

un efecto intensificador de los procesos inflamatorios (Sun & Kato 2016; Dai et al. 2018).

La reduccidn del filo Firmicutes en la cohorte funcional se debid principalmente a la menor

presencia de la familia Lachnospiraceae. Esta reduccion en esta familia ha sido descrita tras
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la ingesta de prebidticos como la inulina (Catry et al. 2018; Sanchez et al. 2014). Dentro de
esta familia, el principal descenso a nivel de género se observo en Ruminococcus, y en
concreto en el caso de la especie R. gnavus. Estos datos son positivos, ya que esta especie
posee factores de virulencia, esta asociada a bacteriemias (Toscano et al. 2017), y aparece
en niveles elevados en pacientes con Ell, incrementando en ellos su sintomatologia (Hall et
al. 2017). Ademas, R. gnavus esta relacionada con alergias o procesos inflamatorios (Chua
et al. 2018).

Pese a este descenso en la familia Lachnospiraceae en general, el género Blautia aumentd
significativamente en la cohorte funcional. Este género se asocia con la ingesta de fibras
prebidticas, por su capacidad para fermentarlas (Tannock et al. 2014; Neyrinck et al. 2016).
Ademas se observa una disminucion de este género en pacientes con CCR (Chen et al. 2012).
El género Blautia tiene la capacidad de fermentar fibras, pero también actta a nivel del
sistema inmune, con accién antinflamatoria (Jenq et al. 2015; Bhattacharyya et al. 2018).

Otra familia que sufrié una gran reduccién de sus poblaciones en el filo Firmicutes fue
Clostridiaceae, a la que pertenece el género Clostridium, con numerosas especies patdgenas.
Dietas ricas en prebioticos han causado reducciones en las poblaciones de esta familia
(Palaria et al. 2012; S. Zhang et al. 2017).

La presencia de la familia Ruminococcaceae (Firmicutes) se redujo significativamente en la
cohorte funcional respecto a la de céarnico control. Esta disminucion estaba asociada a la
ingesta de inulina y como consecuencia una reduccion en la produccion de acidos biliares
secundarios en la que participa activamente esta familia (Ferrario et al. 2017; Catry et al.
2018). En estudios clinicos se ha visto una mayor abundancia de esta familia en pacientes
de CCR, relacionandose con las etapas iniciales de esta enfermedad (Sun et al. 2017).
Ademas dentro de esta familia, en la cohorte funcional se observé la ausencia total del género
Acetanaerobacterium, asociado con la produccion de enterolactonas (asociadas a adiposidad

y sindrome metabdlico) (W. Zhang et al. 2017).

Pese a la gran reduccién de los valores del filo Firmicutes en la cohorte funcional, se observé
un aumento en dos familias de dicho filo, Erysipelotrichaceae y Acidaminococcaceae. La
familia Erysipelotrichaceae ha mostrado grandes aumentos de sus poblaciones en otros
estudios con dietas ricas en fibras prebioticas como la inulina (Ferrario et al. 2017; Catry et

al. 2018; J. Yang et al. 2013), asocidndose a aumentos en la produccién de SCFAs (Van den
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Abbeele et al. 2018). Sin embargo, otros autores han detectado un aumento de esta familia
en casos de CCR (pero no en Ell) y la han vinculado a procesos inflamatorios (Kaakoush
2015). Por otro lado, el aumento de la familia Acidaminococcaceae en la cohorte carnico
funcional se debio principalmente al género Phascolarctobacterium, que esta descrito como
un productor de SCFAs a partir de prebidticos, en especial de propionato por la via del
succinato (Zhang et al. 2018). Este aumento de Phascolarctobacterium se correlaciona en
esta cohorte de carnicos funcionales perfectamente con el aumento de SCFASs observado en
la misma [Figura 52]. Ademas, algunos autores atribuyen a este género efectos
antiinflamatorios, como la reduccién de los niveles plasmaticos de la proteina de union al

lipopolisacérido y de la proteina C-reactiva (Citronberg et al. 2018).

Respecto a la presencia del filo Proteobacteria, se observé un ligero aumento de la misma
en la cohorte funcional, la cual se correlaciond principalmente con un aumento de los
géneros Parasutterella y Gemmiger [Tabla 10]. EIl género Parasutterella esta asociado a
fermentacion prebidtica y a beneficios para la salud (Y. Chen et al. 2017). Se ha descrito un
descenso en los niveles de Parasutterella en pacientes obesos o con inflamacion del
hipotalamo, por lo que se atribuyen a este género efectos antiinflamatorios (Kreutzer et al.
2017). En cambio, hay posiciones enfrentadas respecto al género Gemmiger, ya que por un
lado hay estudios que muestran un aumento de este género en pacientes con EC y lesiones
inflamatorias recurrentes, por lo que le atribuyen (en concreto a la especie G. formicilis)
efectos inflamatorios y empeoramiento de la sintomatologia propia de la enfermedad
(Toscano et al. 2017). Sin embargo, otros estudios asocian un aumento de este género con la
ingesta de inulina (Aguirre et al. 2016) y le atribuyen efectos de estimulacion inmunoldgica

frente a la CU y respuesta anticancerigena (Chaput et al. 2017).

En la cohorte de carnicos funcionales se observé una disminucion de las poblaciones de dos
géneros dentro del filo Proteobacteria, en concreto Desulfovibrio y Bilophila [Tabla 10]. El
género Desulfovibrio esta relacionado con bacterias comensales reductoras del sulfato que
pueden contribuir a la inflamacion de la mucosa a traves de la produccién de sulfuro de
hidrogeno, observandose un aumento de estas bacterias en casos de CCR (Thomas et al.
2016). Afortunadamente, dietas ricas en fibras prebidticas permiten disminuir sus
poblaciones, minimizando los efectos que producen estas bacterias, como la degradacion de
mucina (reduciendo la proteccion del epitelio intestinal), la produccion de lipopolisacarido

y la estimulacion de la respuesta inflamatoria (Zhang et al. 2018; Song et al. 2018; Deng et
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al. 2017). El género Bilophila es més frecuente en pacientes con CCR, debido a la produccion
de H2S y a la presencia de &cidos biliares secundarios (frente a los que estas bacterias son
resistentes) (Thomas et al. 2016). Las dietas ricas en prebioticos causan reducciones en la
produccién de acidos biliares y disminuyen el pH intestinal, creando un entorno menos

favorable para el crecimiento de Bilophila (Vandeputte et al. 2017).

Por ultimo, cabe destacar la ausencia total en la cohorte de carnicos funcionales del filo
Synergistetes que se encontraba representado en la cohorte de carnicos control. Este filo esta
asociado a enfermedades periodontales, produciendo inflamacién y destruccion del tejido
gingival (Hiranmayi et al. 2017).

En resumen, la formulacién de alimentos carnicos funcionales con inulina ha permitido
generar un efecto preventivo frente a CCR, observandose una modulacion de la microbiota
intestinal hacia taxones con actividad antiinflamatoria y fermentativos de estas fibras,
produciéndose SCFAs en mayores cantidades, unos potentes antitumorales. Estos alimentos
carnicos funcionales pueden mejorar la salud de la poblacion, especialmente en zonas con

elevado consumo de productos carnicos.

5.5. Estudio de alimentos carnicos funcionales con inulina para
la prevencion de CCR en un modelo de CCR genético

Se realizd un estudio de prevencion de CCR en un modelo genético con el fin de corroborar
los efectos obtenidos en el estudio previo de alimentos carnicos funcionales con inulina en
un modelo de CCR inducido quimicamente. Se utilizo para este fin la cepa de rata (F344-
Apc™Kyo) “que tiene mutado el gen apc en una zona que produce poliposis adenomatosa
familiar atenuada (Irving et al. 2014b). En estas ratas no se produce CCR de forma
espontanea en un corto espacio de tiempo, pudiendo vivir 1,5 afios sin que aparezcan tumores
en el colon, por lo que se les potencidé la predisposicidn inicial genética con dos dosis
intraperitoneales de AOM y un tratamiento de DDS al 3% en el agua de bebida durante una
semana. En este caso no se administré una segunda semana de tratamiento con DSS para
evitar que la induccion del CCR fuese demasiado potente y falleciesen las ratas antes de

finalizar el experimento.

En este estudio se utilizo un alimento carnico (chorizo) bajo en grasas, sin benzopirenos, ni

conservantes ni colorantes afiadidos (con la salvedad de pimentén dulce, sal y ajo). El
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alimento funcional se consigui6 afiadiendo un 15,8% de inulina en sustitucion de tocino en

este chorizo.

Las ratas se agruparon en 4 cohortes de 10 animales cada una (pienso, chorizo control,
chorizo funcional y chorizo funcional con probidticos), 8 de las cuales en cada cohorte
recibieron el tratamiento de AOM y DSS vy las otras 2 sirvieron de control absoluto sin la
potenciacion del CCR de base genética. A la cohorte de chorizo funcional con probidticos
se administro periédicamente, a través de una sonda orofaringea (una vez por semana los
primeros 45 dias y posteriormente una vez cada 15 dias), dos especies bacterianas,
Phascolarctobacterium succinatutens (familia Acidaminococcaceae, Firmicutes) vy
Parasutterella excrementihominis (familia Sutterellaceae, Proteobacteria). Se escogieron
estas dos bacterias debido a los resultados obtenidos en los anteriores experimentos de esta
tesis, en los que se observd un ligero incremento de ambas en el grupo de cérnicos
funcionales. Este incremento se consideré entonces un efecto beneficioso ya que P.
succinatutens genera SCFAs a partir de succinato y tiene propiedades antiinflamatorias
(Zhang et al. 2018; Citronberg et al. 2018), y P. excrementihominis fermenta prebidticos y

posee también efectos antiinflamatorios (Y. Chen et al. 2017).

Al monitorizar el peso de estos animales a lo largo de las 20 semanas de experimentacion se
observo que en las primeras semanas las tres cohortes alimentadas con chorizo (cohorte
control, funcional y funcional con probid6ticos) no crecieron a un ritmo normal e incluso
redujeron su peso tras el tratamiento con AOM [Figura 57]. La falta de crecimiento en estas
primeras semanas se debié probablemente a una adaptacion de los animales a la matriz
alimentaria, ya que al principio no ingerian las dosis de alimento estandarizado por dia,
aunque con el paso del tiempo fueron incrementando su ingesta. Este hecho es llamativo, ya
que las ratas utilizadas en experimentos previos ya descritos con estos tipos de alimentos,
los animales siempre se adaptaron muy bien a las matrices carnicas, incluso prefiriéndolas

respecto al pienso.

En la primera semana experimental, una rata control absoluto de la cohorte chorizo control
(rata nimero 9) fallecio por problemas ajenos a este estudio. Asimismo, durante las primeras
semanas experimentales, una rata de la cohorte de chorizo funcional (rata nimero 7) fallecié
por problemas asociados al tratamiento de induccion de CU por medio de DSS. En la cohorte

de chorizo funcional con probidticos fallecieron 4 animales (ratas numero 1, 8, 5 y 10), sin
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manifestarse dafios digestivos relacionados con CU ni CCR. En alguno de los cadaveres de
estos animales se observaron ligeras hemorragias en el tracto respiratorio, por lo que los
fallecimientos se pudieron deber en parte al método de administracion del suplemento
probidtico mediante canula orofaringea, pudiendo haberse producido sepsis 0 neumonias en

el tracto respiratorio.

Tras las 20 semanas experimentales se sacrificaron las 36 ratas que sobrevivieron y se
analizaron diferentes parametros histologicos como peso del ciego, el numero de placas de
Peyer hiperplasicas en el intestino delgado, el nimero de tumores y la extensién afectada del
colon, la produccion de SCFASs en el ciego y el anélisis de la microbiota intestinal.

El tamafio del ciego aument6 de forma significativa en las dos cohortes alimentadas con
chorizo funcional (cohorte funcional y cohorte funcional con probi6ticos) respecto a la
cohorte de pienso y la de chorizo control, no observandose diferencias en la media de los
pesos del ciego entre las dos cohortes funcionales [Figura 58]. El incremento del peso de
estos Organos se debié a la fermentacidén de la inulina en el mismo, lo cual fomentd
probablemente el crecimiento de taxones bacterianos capaces de degradar este prebi6tico,
aumentando de forma indirecta el tamafio de este 6rgano (Xiao et al. 2015; Cummings et al.
2001).

En el nimero de placas de Peyer hiperplasicas del intestino delgado se produjo un descenso
significativo en las dos cohortes funcionales (9,7 + 0,6 en chorizo funcional y 8,8 £ 0,5 en
chorizo funcional con probidticos) respecto a la cohorte de chorizo control (13,8 £ 0,9)
[Figura 59]. Como ya se ha comentado, las placas de Peyer forman parte del sistema inmune
y responden frente a diferentes alteraciones en el intestino delgado causadas por toxinas,
patogenos, celulas cancerigenas, etc. (Mishra et al. 2014; Bailey et al. 2001). Estos resultados
nos indican que la cohorte de chorizo funcional tiene una menor alteracion de parametros

inmunoldgicos a nivel del sistema digestivo, un menor estado inflamatorio.

En cuanto al numero de tumores en la mucosa del colon, la cohorte més afectada fue la de
chorizo control (30,1 + 6,8 pdlipos), mientras que en las otras tres cohortes se observé un
descenso significativo de los tumores respecto a ésta (9,8 = 6,3 en pienso; 9,8 £ 1,6 en
chorizo funcional; y 6,2 £ 3,2 en chorizo funcional con probioticos) [Figura 60A]. Cabe
destacar la ausencia de tumores en dos animales de la cohorte de chorizo funcional con

probidticos, hecho inédito hasta el momento en nuestros estudios de prevencion de CCR. En
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cuanto a la extension total tumoral ocurri6 algo similar, ya que la cohorte de chorizo control
resulto ser la méas afectada (433,1 + 112,2 mm?) disminuyendo significativamente este valor
en las otras tres cohortes (88,5 + 25,5 mm? en pienso; 65,8 + 21,7 mm? en chorizo funcional;
y 34,9 + 15,5 mm? en chorizo funcional con probidticos) [Figura 60B]. Se observo una menor
extension tumoral en la cohorte de chorizo funcional con probioticos, siendo un 60,5%
menor que en la cohorte de pienso y un 46,9% menor que en la cohorte de chorizo funcional.
Estos datos no llegaron a ser estadisticamente significativos debido a la falta de potencia
estadistica por el bajo nimero de animales supervivientes de esta cohorte, aunque la
tendencia mostré unos resultados prometedores en cuanto a la potenciacion del efecto

protector de los probidticos sobre el inicial de la inulina.

En cuanto a las concentraciones de SCFAs producidos en el ciego, se observo un incremento
de los dos principales SCFAs en las dos cohortes funcionales [Figura 61]. El propionato se
increment6 en los dos grupos funcionales de forma similar (1,8 £ 0,2 mM en chorizo
funcional y 1,7 = 0,3 mM en chorizo funcional con probidticos) respecto a las otras dos
cohortes control (0,7 = 0,09 mM en pienso; 0,7 = 0,02 mM en chorizo control). El butirato
también se increment6 significativamente en las cohortes funcionales (1,3 £ 0,2 mM en
chorizo funcional y 2 £ 0,2 mM en chorizo funcional con probiéticos) respecto a las cohortes
control (1 + 0,1 mM en pienso; 0,8 £ 0,08 mM en chorizo control). El incremento de butirato
en un 35% en la cohorte de chorizo funcional con probidticos respecto a la cohorte funcional
no llegd a ser estadisticamente significativo por falta de potencia estadistica. En las cohortes
funcionales se redujo la produccion de valérico y hexanoico y en la cohorte funcional con

probidticos aumentaron los valores de isobutirico.

Este aumento de propionato y butirato se correlaciona perfectamente con la fermentacion de
inulina por parte de la microbiota intestinal y también con el efecto antitumoral observado
en los animales de las dos cohortes alimentadas con chorizo funcional, ya que como se ha
comentado en otros apartados, estos dos SCFAs producen cambios transcripcionales en las
células de CCR, induciendo en las mismas apoptosis (Fernandez et al. 2016; Yang & Yu
2018).

Los andlisis de metagendmica del ARN ribosomal 16S permitio detectar diferencias de
composicion de la microbiota intestinal de cada cohorte. En primer lugar, se van a comparar

las cohortes de pienso, chorizo control y chorizo funcional. Posteriormente se compararan
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la cohorte funcional y la cohorte funcional con probidticos, para identificar las diferencias
causadas por la administracion de probidticos.

A nivel de filos, se observé en la cohorte chorizo funcional un incremento del 46,8% y del
44,3% respecto a la cohorte de pienso y de chorizo control respectivamente de Bacteroidetes;
del 87,3% y del 45,3% respectivamente de Proteobacteria y una disminucion del 53,8% y
del 45,3% respectivamente de Firmicutes [Tabla 11]. En esta cohorte de chorizo funcional,
la relacion Firmicutes/Bacteroidetes fue mucho mas baja que en las otras dos (pienso y
chorizo control) [Figura 62], lo que se considera un efecto positivo (Ley et al. 2005; Ley et
al. 2006). El cambio de composicion de los tres grandes filos en la cohorte chorizo funcional
es légico teniendo en cuenta los procesos fermentativos ya descritos asociados a dietas ricas
en fibras prebioticas o almidones resistentes (Reygner et al. 2016; Ferrario et al. 2017; Van
den Abbeele et al. 2013).

La composicién de la microbiota a nivel de familias fue homogénea en las dos cohortes
control (pienso y chorizo control), siendo las familias méas representativas Lachnospiraceae,
Porphyromonadaceae y Clostridiaceae; y difiriendo de la cohorte funcional, donde las
familias mas  representativas  fueron  Porphyromonadaceae,  Prevotellaceae,

Desulfovibrionaceae y Bacteroidaceae [Figura 63].

El aumento del filo Bacteroidetes en la cohorte funcional se debi6 principalmente al aumento
en las familias Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae y especialmente Prevotellaceae
[Figura 63]. En estas familias estdn presentes numerosos géneros relacionados con la
produccién de propionato (Polansky et al. 2015), lo cual se puede correlacionar con las
mayores concentraciones de este SCFA detectadas en esta cohorte. El aumento de la familia
Prevotellaceae esta asociado a su capacidad fermentativa y de produccion de SCFAs
(Koleva et al. 2012; Van den Abbeele et al. 2018; Ferrario et al. 2017). Algunos autores
asocian esta familia Prevotellaceae a una mayor presencia en CCR (Sivaprakasam et al.
2016; Chen et al. 2012), mientras que otros la asocian a salud, disminucion de CCR y mejor
supervivencia en pacientes con CCR (Zhu et al. 2014; Chen et al. 2012; Zackular et al. 2013;
Weir et al. 2013; Flemer et al. 2018).

La disminucion observada del filo Firmicutes fue debida a la reduccion de las familias
Lachnospiraceae (un 73,2% y un 68,7% frente a la cohorte de pienso y chorizo control

respectivamente) y Clostridiaceae (un 57,9% y un 48,8% respectivamente) [Figura 64]. En
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la familia Lachnospiraceae principalmente se redujo el género Ruminococcus, y en concreto
la especie proinflamatoria R. ghavus, asociada a Ell, alergias e inflamacion (Chua et al. 2018;
Toscano et al. 2017; Hall et al. 2017); por lo que su menor proporcion fue considerada
positiva. Pese a la gran reduccion en los niveles de esta familia Lachnospiraceae en general,
cuatro géneros de la misma aumentaron (Anaerostipes, Blautia, Dorea y Lachnoclostridium)
[Tabla 12]. Estos géneros son conocidos fermentadores de prebioticos, generando butirato y
propionato. Ademas, alguno de estos géneros, como Blautia, posee efectos antiinflamatorios
(Polansky et al. 2015; Bhattacharyya et al. 2018; Jenq et al. 2015).

El descenso de la familia Clostridiaceae asociado a la dieta prebidtica se considera
saludable, ya que algunas especies de esta familia son patdgenas (Jenq et al. 2015;
Bhattacharyya et al. 2018).

Pese a la disminucion global del filo Firmicutes en la cohorte funcional, se observé que dos
de sus géneros aumentaban sus poblaciones (Faecalibacterium y Flavonifractor). EI género
Faecalibacterium (familia Ruminococcaceae) esta asociado a la produccion de butirato y a
estados de buena salud, ya que su presencia en niveles bajos se ha asociado con
enfermedades como CU, EC y CCR (Lopez-Siles et al. 2015). Ademas, las especies de este
género poseen capacidad antiinflamatoria, ya que son capaces de bloquear la activacion de
NF-xB (Huang et al. 2017; Sokol et al. 2006; Haenen et al. 2013). Por su parte el género
Flavonifractor (familia de los Clostridiales no clasificados) es capaz de sintetizar diversos
SCFAs como propionato y butirato (Borrelli et al. 2017; Klaring et al. 2013).

Los principales cambios en el filo Proteobacteria de la cohorte chorizo funcional se fueron
el aumento de las familias Sutterellaceae y Desulfovibrionaceae. El aumento de la familia
Sutterellaceae estaba asociado principalmente con el aumento de la especie Parasutterella
excrementihominis, especie asociada a fermentacion y a beneficios saludables, ya que esta

involucrada en procesos antiinflamatorios (Y. Chen et al. 2017; Kreutzer et al. 2017).

Dentro de la familia Desulfovibrionaceae se produjo un aumento de la especie Bilophila
wadsworthia, que es una bacteria patdgena oportunista, sobre todo en animales deficientes
en IL-10, ya comentada en otros capitulos (Devkota et al. 2012; David et al. 2014; Yazici et
al. 2017). . Dentro de la familia Desulfovibrionaceae se produjo un descenso en las

poblaciones del género Desulfovibrio en la cohorte chorizo funcional. Este género es
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productor de H>S y provoca dafios inflamatorios y en la barrera de la mucosa intestinal (Song
et al. 2018; Zhang et al. 2018; Coutinho et al. 2017).

Finalmente, los cambios en la composicién de la microbiota entre la cohorte de chorizo
funcional con probi6ticos respecto a la cohorte de chorizo funcional no fueron los esperados,
ya que no se observaron cambios significativos en las poblaciones intestinales de las dos
cepas  bacterianas  (Phascolarctobacterium  succinatutens y  Parasutterella
excrementihominis) administradas regularmente por via oral. Esta ausencia de diferencias
pudo deberse a problemas a la hora de la administracién, como que las dos cepas no
aguantasen el proceso de preparacion previa (en presencia de oxigeno atmosférico), que no
resistiesen los bajos niveles de pH durante el paso por el estmago de los animales hasta
Ilegar al colon, incluso que no se asentasen en el nicho intestinal. Pese a que no aumentaron
las poblaciones de estas dos bacterias en los animales de esta cohorte con probioticos, si se
observd que la cohorte de chorizo funcional con probidticos producia mayores
concentraciones de SCFAs en los andlisis de GC-MS, mostraba un menor nimero de
tumores (dos animales tuvieron 0 tumores) y estos tumores eran mas pequefios que en el

resto de las cohortes.

Con estos resultados parece que algun beneficio si se estaba produciendo tras la
administracion de estas dos especies bacterianas potencialmente probioticas. En este sentido
se puede hipotetizar por ejemplo que estas bacterias fueron capaces de producir metabolitos
durante su crecimiento in vitro, y que al administrarlas al animal ejercian efectos
beneficiosos sin necesidad de que la bacteria viva estuviese presente en el intestino. Podria
ser un caso parecido al de la bacteria Akkermansia muciniphila, una bacteria beneficiosa
para la salud intestinal en la que se ha visto que los efectos beneficiosos no desaparecen
cuando se utiliza bacteria pasteurizada y se administra muerta a los animales de estudio (Cani
& de Vos 2017).

En resumen, en este Gltimo estudio, la mayor diferencia encontrada a nivel de microbiota
intestinal fue el aumento en la cohorte de chorizo funcional con probidticos de la familia
Lachnospiraceae y del género Anaerostipes. Anaerostipes [Figura 65 y 66] es un género que
se caracteriza por ser un gran productor de butirato (Cani & de Vos 2017), y que podria

explicar el aumento de este SCFA en dicha cohorte [Figura 61].
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Sin embargo, se requieren mas estudios para llegar a comprender lo ocurrido en esta cohorte
y poder comprender el efecto beneficioso frente al CCR de las dos cepas bacterianas

administradas en este experimento.
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La incorporacion de diversos nutracéuticos, como &cidos grasos monoinsaturados
(&cido oleico), flavonoides (antocianinas) o prebidticos (inulina, GOS-Lu) a
alimentos carnicos los convierte alimentos funcionales utiles en la prevencion de
diversas patologias intestinales, como la CU o el CCR.

La presencia de estos mismos nutracéuticos induce cambios en la microbiota
intestinal de los animales tratados con estos alimentos funcionales, que en varios
casos se consideran cambios favorables, al reducirse las poblaciones de bacterias con
caracter inflamatorio o patogénico, y aumentarse las poblaciones de otras bacterias
consideradas beneficiosas.

El consumo de jamon ibérico de bellota con elevados niveles de &cido oleico y una
buena (baja) relacion m-6/w-3 protege frente a la CU en un modelo animal para esta
enfermedad, mejorando los pardmetros de crecimiento del animal, asi como los
histologicos, inmunolégicos e inflamatorios.

Una alimentacion basada en jamén ibérico de bellota produce un aumento de las
bacterias del filo Bacteroidetes en la microbiota intestinal, asociado a especies con
capacidad antiinflamatoria y productoras de SCFAS. Se produce en este caso ademas
un descenso, beneficioso, de bacterias consideradas mucoliticas.

El consumo diario de grandes cantidades de nitratos en alimentos procesados es
perjudicial, ya que estos conservantes se reducen a nitrito en el tubo digestivo,
pasando a sangre y provocando problemas en el transporte de oxigeno a nivel de
todos los tejidos.

La presencia en la microbiota intestinal de una proporcion elevada de taxones
bacterianos con capacidad desnitrificante, como el género Enterococcus, puede
proporcionar una proteccion frente a los efectos tdxicos de estos nitratos ingeridos.
La incorporacion de un 10% de frutos rojos (con un aporte neto de 0,1% de
antocianinas) a alimentos carnicos procesados como las salchichas, permite aumentar
los niveles antioxidantes en plasma y reducir un 45,6% del numero de tumores en un
modelo animal de CCR.

La incorporacion de antocianinas en alimentos carnicos procesados modula la
microbiota intestinal, reduciendo las poblaciones de la bacteria reductora de sulfito

Bilophila wadsworthia, una especie con caracteristicas proinflamatorias.
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La ingesta del prebiotico GOS-Lu en el agua de bebida al 10% causa un incremento
de las concentraciones intestinales de propionato, asociado a una disminucion del
57,5% en el nimero de tumores en un modelo animal de CCR.

El prebidtico GOS-Lu es beneficioso, ya que su consumo incrementa las poblaciones
intestinales de familias bacterianas relacionadas con la produccion de propionato,
como Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Acidominococcaceae, y otras familias
moduladoras de la respuesta inmune como Bifidobacteriaceae y Ruminococcaceae.
Ademas, este prebidtico reduce las poblaciones del género Desulfovibrio y de la
especie Ruminococcus gnavus, considerados no beneficiosos.

El propionato y el butirato poseen una actividad citotoxica selectiva frente a lineas
celulares de CCR (HCT116, HT29 y T84), a concentraciones similares a las
alcanzadas en condiciones fisioldgicas en dietas con fibra prebiotica. Esta accidn
beneficiosa se debe a la induccion de apoptosis, mediada por el bloqueo de las
histonas deacetilasas y la activacion de las vias de sefializacion mediadas por Tp21
y Bak.

La incorporacion de inulina en alimentos carnicos procesados (chorizo y jamon
cocido) reduce hasta un 49,9% el nimero de tumores en la mucosa del colon,
causando un aumento en la produccion de SCFAs, especialmente de propionato, en
un modelo animal de CCR utilizado.

El consumo de inulina en estos alimentos cérnicos causa un aumento de varias
familias bacterianas productoras de SCFAs como Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Erysipelotrichaceae, Acidominococcaceae o Sutterellaceae, y una reduccion de las
poblaciones de la familia Desulfovibrionaceae, que tiene caracteristicas
proinflamatorias.

La ingesta de alimentos carnicos con inulina como aditivo funcional posee beneficios
similares en cuanto a la proteccion frente a CCR en un modelo animal genético o
inducido quimicamente, con similares efectos en la modulacion de la microbiota
intestinal.

La administracibn de Phascolarctobacterium succinatutens y Parasutterella
excrementihominis junto con un alimento carnico funcional con inulina mejora los
efectos preventivos frente a CCR ejercidos por la inulina, con un descenso ain mayor en

el nimero de tumores (cero en algunos animales) y un aumento en las concentraciones
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de SCFAs. Sin embargo, no se observan diferencias en la composicion de la microbiota,
excepto un aumento notable en las poblaciones del género Anaerostipes, un productor
de SCFAs.
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