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RESUMEN

El colesterol elevado en la sangre es un factor de riesgo importante asociado con las
enfermedades cardiovasculares y otras discapacidades que, en la actualidad, ocasionan una
alta morbi-mortalidad en México y a nivel mundial. Y aungue las dietas bajas en grasas, en
condiciones experimentales, han demostrado ser eficaces en la reduccion de los niveles de
colesterol en sangre, éstas pierden su eficacia a largo plazo, debido a su baja palatabilidad y
falta de adhesion del paciente a la dieta. Ante este panorama, se han estudiado nuevas
alternativas que contribuyan a la prevencion y control de estos padecimientos. Una de estas
estrategias es el uso de algunos microorganismos probidticos como las bacterias acido-
lacticas, bifidobacterias y levaduras, que han demostrado reducir los niveles de colesterol
sérico en individuos que los consumen habitualmente. Considerando lo anterior, el objetivo
de este estudio, fue evaluar el efecto de la levadura Kluyveromyces marxianus, aislada del
pulque, en la reduccion de los niveles de colesterol libre, lo cual se realizé mediante ensayos
in vitro e in vivo. Primero, la levadura se sembro en medios de cultivo en presencia de
colesterol y en sueros humanos in vitro; y posteriormente, se inoculé a ratones CD-1 hembras
con hipercolesterolemia inducida por dieta. Los resultados obtenidos con los medios de
cultivo inoculados con K. marxianus e incubados a 37°C por 10 dias, mostraron una
disminucion en las concentraciones de colesterol significativamente mayor (p <0.05) que los
medios de cultivo control sometidos a las mismas condiciones. Asi mismo, en los sueros
adicionados con la levadura, después de su incubacion a 37°C durante 6 dias, se observé una
disminucion en los niveles de colesterol significativamente mayor (p <0,05) en comparacion
con los sueros sin la levadura bajo las mismas condiciones de ensayo. En el estudio con los
ratones CD1 hembras alimentados con dieta alta en colesterol e inoculados con K. marxianus
por 10 dias, se observé una reduccion en los niveles de colesterol sérico significativamente
mayor (p <0,05) que en los ratones mantenidos s6lo con dieta alta en colesterol y con dieta
normal. Estos resultados sugieren que K. marxianus puede tener un potencial terapéutico para

disminuir el colesterol en suero en la hipercolesterolemia inducida por la dieta.

Palabras clave: Levadura, Kluyveromyces marxianus, probiotico, reduccion de colesterol,

ratones CD-1 hembras.



ABSTRACT

High levels of cholesterol in blood are a major risk factor associated with cardiovascular
disease and other disabilities that currently cause high morbidity and mortality in Mexico and
worldwide. Although low-fat diets, under experimental conditions, have been effective in
reducing cholesterol levels in the blood, these lose their long-term effectiveness, due to its
low palatability and poor adherence of the patient to diet. Because of this, new alternatives
have been studied to contribute to the prevention and control of these diseases. One
possibility is the use of some probiotic microorganisms such as lactic acid bacteria,
bifidobacteria and yeasts, which have been shown to reduce serum cholesterol levels in
individuals who regularly consumed. Considering the above, the aim of this study was to
evaluate the effect of the yeast Kluyveromyces marxianus, isolated pulque, in reducing the
levels of free cholesterol, which was carried through in vitro and in vivo assays. Firstly, yeast
was seeded in cultures in presence of cholesterol and human serum, in vitro, and thereafter,
yeast was inoculated to CD-1 female mice with diet-induced hypercholesterolemia. The
results obtained with the cultures inoculated with K. marxianus and incubated at 37 ° C for
10 days, showed a decrease in cholesterol concentration significantly higher (p <0.05) than
the control cultures under the same conditions. Also, in the serums added with yeast, after
incubation at 37°C for 6 days, was observed a decrease in cholesterol levels significantly
higher (p <0.05) compared with serums without yeast under the same assay conditions. In
the study with CD-1 female mice fed high-cholesterol diet and inoculated with K. marxianus
for 10 days was observed a reduction of serum cholesterol levels significantly higher (p
<0.05) than in mice maintained only high cholesterol diet and normal diet. These results
suggest that K. marxianus may have therapeutic potential to lower serum cholesterol in diet

induced hypercholesterolemia.

Keywords: Yeast, Kluyveromyces marxianus, probiotics, cholesterol lowering, CD-1 female

mice.



1. INTRODUCCION

A pesar de la importancia biologica del colesterol en el organismo, es bien sabido que
concentraciones séricas elevadas, ocasionan alteraciones con un dafio potencial a la salud,
debido a que se ha observado que un nivel elevado de colesterol en el suero juega un papel
critico en la aterogénesis y desarrollo de la placa coronaria ), lo que contribuye a la
disfuncion endotelial causada por la ateroesclerosis, la cual representa el principal factor de

riesgo para el desarrollo de patologias sistémicas .

Entre las principales enfermedades que afectan a los seres humanos hoy en dia y en las
que, el colesterol elevado en sangre es uno de los factores de riesgo mas importantes, estan
las enfermedades cardiovasculares, como la patologia cardiovascular ateroesclerdética, que
actualmente, es una de las principales causas de mobi-mortalidad en el mundo,
principalmente en paises industrializados 4. A nivel mundial representa 17.3 millones de
muertes al afio ¥, ademas, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha pronosticado que
en el afio 2030, las enfermedades cardiovasculares seguiran siendo las principales causas de

muerte, afectando aproximadamente a 23,6 millones de personas en todo el mundo ©.

En México, de acuerdo a las estadisticas obtenidos por la Secretaria de Salud en 2008,
dentro de las diez principales causas de mortalidad se encontraron las enfermedades
isquémicas del corazon, enfermedad cerebrovascular y la hipertension ©), las cuales se sabe,
tienen como uno de los principales factores de riesgo el exceso en el consumo de colesterol

en la alimentacién habitual.

Por lo tanto, la hipercolesterolemia, es un problema grave de salud publica que requiere
estrategias de intervencion efectivas. En este sentido, se ha comprobado que una reduccion

de 1% de colesterol disminuye el riesgo de cardiopatia coronaria en un 2-3 % ©9),

A nivel preventivo y de control, una de las estrategias para el tratamiento de estas
enfermedades crdnico-degenerativas, es la regulacion de los niveles de colesterol y
triglicéridos en la sangre, a través de la dieta y terapias con farmacos, sin embargo, este
Gltimo recurso, ademas de provocar efectos secundarios, han ocasionado un gasto excesivo

en salud a nivel mundial, en el sector publico y privado; y en México no ha sido la excepcion.



Ante esta situacion actual, se hace necesario desarrollar alternativas mas sanas para la
poblacion que coadyuven al tratamiento y prevencion de estos padecimientos y con esto se
contribuya a la disminucion en el consumo de medicamentos y del gasto excesivo que han

generado estas enfermedades en México.

Dentro de las terapias alternativas, que se han ido adoptando cada vez mas a nivel
mundial, para disminuir los niveles de colesterol en sangre, se encuentra el consumo de los
Ilamados alimentos funcionales, en los cuales se ha observado que no sélo cumplen una
funcién de nutricién, sino que contienen sustancias bioactivas tales como acidos grasos
poliinsaturados omega 3 y 6; compuestos fitoquimicos como polifenoles, fitoesteroles,
lignanos y licopeno, proteina de soja, fibras solubles, y los llamados prebidticos, simbioticos

y probidticos, que aportan beneficios a la salud de quien los consume de manera habitual
(3,7,8)

En particular, dentro de los componentes bioactivos que han sido adicionados en estos
alimentos funcionales y que han recibido mayor atencion en la actualidad por sus beneficios
a la salud son los probidticos, los cuales se definen como microorganismos vivos que
confieren beneficios para la salud cuando se administran en cantidades adecuadas . Dentro
de los beneficios encontrados destacan: mejora de la digestion y de la intolerancia a la
lactosa, el aumento de la resistencia natural a las enfermedades infecciosas en el tracto
gastrointestinal 9, la supresion del cancer, control de la glucemia y reduccion del nivel de

colesterol en suero 113,

En este sentido, las bacterias &cido lacticas y las bifidobacterias, son los microorganismos
que mas se han estudiado, se les ha considerado como comensales humanos por lo que han
sido aplicados desde hace mucho tiempo de forma segura en la fermentacion de alimentos y,

en diversos estudios realizados, se les ha encontrado numerosas propiedades probidticas
(14,15)



Asi mismo, en la actualidad, hay un particular interés en el estudio de las propiedades
probidticas de las levaduras que, aunque hay muy pocos estudios al respecto, se han tenido
resultados interesantes, entre los que sobresalen: la capacidad de mejorar la biodisponibilidad
de los minerales a través de la hidrolisis de fitato y la desintoxicacion de micotoxinas 617,
asi como la disminucion de la intolerancia a la lactosa ®® y disminucion de los niveles de

colesterol en sangre 19,

Con base en lo anterior, en el presente estudio se utilizd la levadura Kluyveromyces
marxianus, la cual se ha encontrado en bebidas lacteas fermentadas como el kumis 9 y el
Kéfir 0 ademas del pulque @Y. Estas dos Gltimas, consideradas bebidas de consumo
tradicional en México y en las cuales también se han hallado un gran nimero de bacterias

con propiedades probidticas, al igual que otras especies de levaduras ?223),

Se evaluo el efecto probiotico de esta levadura en la disminucion de los niveles de
colesterol, en ensayos in vitro mediante la incorporacion de la levadura en medios de cultivo
ricos en colesterol y en experimentos in vivo, mediante la evaluacion del efecto de la
inoculacion de la levadura en la disminucion de los niveles séricos de esta molécula en
ratones con hipercolesterolemia inducida, todo esto, con la finalidad de conocer sus
propiedades probioticas especificas y asi contribuir a su posible aplicacién en alimentos

funcionales.



2. MARCO TEORICO
2.1 Colesterol

El colesterol fue descrito por el francés Poulletier de la Salle en 1770, quien lo aislo6 de
los célculos biliares, por lo que en un principio fue llamado colestiramina (grasa biliar) y
posteriormente lo renombraron colesterina (choles= bilis y estéreos= solido). Al final se

denomino colesterol al encontrar en su molécula la presencia de un —OH @4,

El colesterol es un alcohol que pertenece al grupo de los esteroides (esterol), esta
compuesto por a&tomos de carbono, hidrogeno y oxigeno que se disponen formando 4 anillos
unidos entre si y con una cadena lateral, como se observa en la figura 1. Al ser un esteroide,
es considerado un lipido, por lo que no se puede disolver en agua, solo en disolventes
organicos como el alcohol, el éter, la acetona y el cloroformo. En la naturaleza se encuentra
en dos formas: como colesterol libre y como éster de colesterol, que surge de la combinacion

de la molécula de colesterol con diferentes acidos grasos .

Los valores normales de colesterol total para la poblacion deben ser menor o igual a 200
mg/dL, mientras que evidencia cientifica revela que valores de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) entre 30 y 70 mg/dL deberian considerarse como realmente saludables para los seres

humanos 4.

H 3C\
CH, CH—CH,
CH,—CH,
CH, /CH—CH,
H,C
HO
Figura 1. Estructura del colesterol: compuesto por atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno que se
disponen formando 4 anillos unidos entre si y con una cadena lateral. Su grupo hidroxilo (OH) es su grupo
activo (hidrdfilo), en donde se une un acido graso para formar un éster de colesterol (tomado de Tudela

@) 2008).



2.1.1 Metabolismo del colesterol en el organismo humano

El colesterol de nuestro organismo se obtiene de dos fuentes principales: de la dieta
(colesterol exdgeno) y el que se sintetiza dentro del cuerpo (colesterol endogeno) #9). El
colesterol enddgeno se produce principalmente en el higado, se sintetiza en las mitocondrias
y en la fraccion microsomica (reticulo endoplasmico) del citosol. Practicamente todos los
tejidos que contienen células nucleadas pueden sintetizar colesterol @. El colesterol
enddgeno representa el 70% del colesterol corporal, mientras que el colesterol exdgeno

representa el 30% restante @7,

La sintesis de colesterol es regulada por la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa
(HMG-CoAR) y es el producto de varias reacciones quimicas controladas por enzimas
(figura 2). La actividad de la enzima, es controlada por el flujo de colesterol intestinal hacia
el higado ),

La acetil-CoA proporciona todos los atomos de carbono para la sintesis del colesterol, la

cual puede dividirse en cinco etapas @:

Sintesis de mevalonato, compuesto de seis carbonos, a partir de acetil-CoA.
Formacion de unidades isoprenoides por pérdida de CO- del mevalonato.
Condensacidn de seis unidades isoprenoides para formar el intermediario, escualeno.

Cierre del escualeno para la formacién ciclica del esteroide precursor, lanosterol.

S A

El colesterol se forma del lanosterol después de varios pasos posteriores que incluyen

la pérdida de tres grupos metilo.

El intestino junto con el higado son los dos 6rganos principales para la sintesis de

colesterol en mamiferos ),
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Figura 2. Via de biosintesis del colesterol. Se observan las diferentes fases en la sintesis de colesterol,
destacando los siguientes pasos para la formacidn de colesterol: sintesis de mevalonato a partir de acetil-
CoA, formacion de unidades isoprenoides a partir del mevalonato, condensacion de 6 unidades isoprenoides
para formar escualeno, cierre del escualeno para la formacion ciclica de lanosterol y la formacién del
colesterol a partir del lanosterol, después de varios pasos que incluyen la pérdida de tres grupos metilo.

(Tomado de Murray et al ©®, 2013).

2.1.2 Absorcioén intestinal de colesterol

El colesterol que esta en la luz intestinal deriva principalmente de la secrecion biliar,

la dieta y en menor cantidad de la descamacion del epitelio intestinal .

En una dieta occidental, en promedio, se consumen de 300 a 500 mg de colesterol, la bilis
proporciona entre 800y 1,200 mg al dia a la poza intraluminal, y las células de descamacion
del epitelio aportan casi 300 mg diarios. El duodeno y el yeyuno proximal son los sitios mas

importantes de absorcion de colesterol ?9).



La absorcidn del colesterol intestinal es un proceso complejo, que tiene al menos 3

fases @:

1. Intraluminal: solubilizacion micelar

2. Mucosa: transporte a través de la membrana apical para la absorcion en los
enterocitos.

3. Intracelular: movilizacion de los quilomicrones y su secrecion a la linfa y sangre a

través de la membrana basolateral de los enterocitos.

Para la absorcion del colesterol esterificado que entra en el lumen intestinal, es necesario
su hidrolisis por la esterasa de colesterol pancreatica y la accion de las sales biliares, las
cuales estan formadas, entre otras sustancias, de acidos biliares que son acidos esteroides
sintetizados a partir de colesterol en el higado. Después de su sintesis, los acidos
biliares se secretan junto con otros constituyentes biliares en el intestino delgado
proximal ©%. Las sales biliares son detergentes anfipaticos, que solubilizan lipidos
formando micelas, acttan englobando los monoglicéridos y &cidos grasos, junto con el
colesterol no esterificado, manteniéndolos en suspension @4, Una porcion variable de

colesterol proveniente de la dieta es esterificado a &cidos grasos 9.

Después de la accién de las enzimas pancreéticas y las sales biliares, el colesterol es
absorbido por el intestino en forma de mondmeros (colesterol libre). Aqui, las micelas lo
transportan del lumen hacia las células del borde en cepillo del intestino, donde es
absorbido por los enterocitos. Ya dentro del enterocito, aproximadamente la mitad de las
moléculas de colesterol se mueven hacia el reticulo endoplasmico, donde es esterificado
nuevamente por la accion de la enzima acil-CoA: colesterol aciltransferasa intestinal
(ACAT), colesterol esterasa (CE) y  colesterol éster-sintetasa (CES), antes de su

incorporacion a las particulas de quilomicrones 429,

Por ultimo, las sales biliares que participaron en la digestion y absorcion de los lipidos,
llegan al ileon terminal para ser absorbidas, después son transportados en la circulacion
portal al higado para su absorcion y resecrecion en la bilis. Aproximadamente el 95%

de los 4cidos biliares secretados en el intestino delgado se recupera @9,



Las sales biliares que no se reabsorben en el intestino delgado, pasan al colon y son
eliminados en las heces como esteroles neutros; ésta es la via mas importante de

eliminacion de esteroles del organismo 9,

2.1.3 Transporte del colesterol en el organismo humano: papel de las lipoproteinas

Los lipidos plasméaticos como los triglicéridos (TG), ésteres del colesterol (EC),
fosfolipidos y colesterol libre, son insolubles en medios acuosos como la sangre, de tal forma
que deben ser empaquetados en particulas de lipoproteina para su transporte. Cerca del 70%
del colesterol se encuentra unido a lipoproteinas plasmaticas en forma de ésteres de colesterol
@D, Las lipoproteinas son complejos de lipidos y proteinas especificas, Ilamadas
apolipoproteinas (apo). Tienen como funcion el transporte de lipidos en un medio acuoso
como es la sangre ya que poseen la capacidad de solubilizar los lipidos en la misma. Los
principales lipidos transportados por las lipoproteinas incluyen como elementos mayoritarios

el colesterol no esterificado, el colesterol esterificado, los TG y los fosfolipidos ©2).

Estructuralmente, una lipoproteina es como una esfera que tiene un nucleo no polar
formado de TG y colesterol esterificado y que esta rodeada por una capa superficial Unica de
lipidos anfipaticos tales como los fosfolipidos y colesterol no esterificado, con su parte polar
hacia la parte exterior de la particula. Las apolipoproteinas pueden hallarse en la superficie
de la particula o tener una parte en la superficie y otra parte sumergida dentro de la particula
@3, Las apolipoproteinas, aportan estabilidad estructural, ademas de servir como ligandos
para receptores celulares que determinan el destino metabolico de particulas individuales o

actian como cofactores para enzimas comprendidas en el metabolismo de las lipoproteinas
(34

Las lipoproteinas tienen distintas densidades, esto es debido a la proporcion relativa de
lipidos y proteinas que posee cada particula. Asi, las lipoproteinas menos densas son las mas
grandes y con mayor contenido de lipidos y menor cantidad de proteinas ©2).
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Dentro de las lipoproteinas de mayor importancia clinica encontramos las siguientes:

1. Quilomicrones (QM): son las particulas lipoproteicas mas grandes y menos densas

(d < 1,000 g/ml), con menos proporcion proteica y con un gran componente lipidico
2 Estan formadas por 90% de TG, 7% de fosfolipidos, 1% colesterol, y un 2% de

proteinas especializadas, mayoritariamente apo B-48. La apo B-48 se sintetiza en el

intestino delgado, le confiere soporte estructural a los QM y permite su secrecion

desde el higado. Los QM se sintetizan en los enterocitos . La principal funcion

de

los QM es aportar a los tejidos, principalmente al musculo esquelético y al tejido

adiposo, los lipidos obtenidos de la ingesta, principalmente TG 3,

Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés, Very Low-Density

Lipoprotein): Son también particulas grandes, poco densas (d < 1,006 g/ml) y muy

ricas en triglicéridos de origen enddgeno, se sintetizan en el higado ©2. Contienen

entre 10 y 15% del colesterol plasmatico, fosfolipidos y un conjunto caracteristico

de

apolipoproteinas: Apo B-100, apo C-1, apo C-II, apo C-lIl y apo E @, El principal

estimulo para la sintesis de VLDL parece ser la captacion y el catabolismo de QM

residuales por parte del higado. La principal funcion de las VLDL es, de forma

analoga a la de los QM, el transporte de triglicéridos y su suministro (en forma

4cidos grasos) a los tejidos muscular y adiposo ¢,

de

3. Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, del inglés, Intermediate-Density

Lipoprotein): Estas lipoproteinas son menos densas que las VLDL (d < 1,019 g/ml,

> 1,006 g/ml) @2, tienen altas concentraciones de colesterol y fosfolipidos, pues

provienen del proceso de degradacion de las VLDL @ y tienen una composicion

apolipoproteica similar a éstas 2. La hidrolisis de los TG libera acidos grasos y las

particulas resultantes de IDL contienen menor porcentaje de TG y fosfolipidos y la

misma magnitud de colesterol. Por lo tanto, son particulas mas heterogéneas .
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4. Lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés, Low-Density Lipoprotein): Las
LDL (d< 1,063 g/ml, > 1,019 g/ml) contienen apo B-100 y como componente lipidico
mayoritario ésteres de colesterol y moderada de fosfolipidos, no contienen TG. Son
sintetizadas en el higado. La funcién de las LDL es el transporte y entrega de
colesterol a las células, incluyendo tejidos periféricos e higado ©?. Debido a su alta
aterogenicidad, es de gran interés clinico, ya que representa entre 60-70% del
colesterol sérico total y su funcién es transportar el colesterol desde el higado hacia

los tejidos periféricos @,

5. Lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés, High-Density Lipoprotein): Las
HDL son las méas densas (d < 1,21 g/ml, > 1,063 g/ml), se caracterizan por su
contenido en apo A-l (constituye mas del 70% del contenido proteinico del total de
la particula de HDL) y en apoA-I1 que es su segunda apolipoproteina mas abundante,
ademas de contener ésteres de colesterol. Su sintesis depende del catabolismo de las
particulas ricas en TG (QM y VLDL) y de la sintesis de apo A-I, en un principio no
asociada a lipidos, por parte del higado y del intestino 2. Son producidas por el
higado (30%) vy el intestino (70%). Su funcion principal es extraer el colesterol
sobrante de los tejidos periféricos y de ateroma en las arterias, llevan
aproximadamente el 30% del colesterol sérico, y transportarlo al higado para su
eliminacién en forma de acidos biliares y colesterol en las heces, proceso conocido
como transporte inverso de colesterol 3. En el plasma, las HDL se convierten en un
éster de colesterol por accion de la lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) . Otras
funciones relevantes de estas lipoproteinas es la inhibicién de la modificacion
oxidativa de las LDL y su capacidad antiinflamatoria y antitrombdtica. La funcion de
las HDL depende en gran parte de su contenido en apo A-1 ®?, La HDL es conocida

por ser protector contra las enfermedades cardiovasculares ©2),
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6. Lipoproteina (a) [Lp(a)]: es el Unico tipo de lipoproteinas que no es definido por su
densidad (similar a las LDL) sino por la presencia de una apolipoproteina especifica,
la apo(a), que se une a la apo B-100 por diversos tipos de enlaces quimicos, entre
ellos un puente disulfuro, ademas contiene una gran cantidad de ésteres de colesterol
y fosfolipidos, su composicion es muy similar a la LDL. Es sintetizada y secretada
por el higado . Estructuralmente es parecida al plasmindgeno, esta similitud
estructural le confiere la capacidad de unirse con la fibrina y a las proteinas de las
membranas celulares. La Lp(a) puede interferir con la fibrindlisis, asi como contribuir
a los depositos de lipidos y estimular el crecimiento de células musculares lisas, lo
cual favorece la aterogénesis, por lo que constituye un factor genético de riesgo para
la ateroesclerosis @. Su funcion no es bien conocida, sin embrago, se cree que podria
regular a la baja la fibrinélisis al competir por la activacién del plasmindgeno y su

concentracion se correlaciona de forma directa con el riesgo de aterotrombosis ¢2),
2.1.4 Homeostasis del colesterol
El higado y el intestino son los 6rganos encargados de la homeostasis del colesterol en

el cuerpo, la Figura 3 muestra las interacciones entre los tejidos periféricos, el higado vy el

intestino en el mantenimiento del equilibrio del colesterol @,

Tejidos Higado Intestino
periféricos
LDL <@ V| DL Colesterol de la dieta
(300 mg/dia)

Colesterol

Acetil-CoA

Colesterol sintetizado Esteroles fecales
(800 mg/dia) (1.100 mg/dia)

Figura 3. Homeostasis general del colesterol en el organismo. HDL.: Lipoproteinas de alta densidad; rLDL.:
Receptor para las lipoproteinas de baja densidad (LDL); QM: Quilomicrones; VLDL: Lipoproteinas de muy
baja densidad (tomado de Maldonado et al @, 2012).
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La homeostasis del colesterol en el cuerpo esta gobernada por la interaccién entre la
absorcidn, sintesis, y la excrecién o la conversion de colesterol en acidos biliares. Sin
embargo, hay varios factores que influyen en el metabolismo del colesterol y por lo tanto en
su equilibrio en el cuerpo y que es inherente a cada individuo, estos son las interacciones
gen-gen, los efectos de genes-medio ambiente, la edad, la cantidad y la composicién de los
acidos biliares, los factores dietéticos, ademas de la composicion y densidad bacteriana

que existe en la flora intestinal 3%

En situaciones de equilibrio homeostatico, la cantidad de colesterol excretada
diariamente en las heces (aproximadamente 1100 mg procedentes de la dieta, la bilis y la
descamacion epitelial intestinal) es igual a la suma del sintetizado por los tejidos (800 mg en

promedio) y del aportado por las comidas (300 mg en promedio) .

Asi mismo, la mucosa intestinal es importante en la regulacion del metabolismo del
colesterol en el organismo ya que, en la mucosa intestinal ocurre la absorcion de colesterol
de la dieta'y el enddgeno (colesterol biliar), ademas, el enterocito secreta colesterol al

sistema circulatorio en forma de lipoproteinas (quilomicrones) 4.

El "pool” de colesterol en el enterocito debe mantenerse constante para cumplir
eficazmente dos funciones importantes: 1) mantener el aporte de colesterol necesario para
la sintesis y diferenciacion de membranas celulares, ya que la superficie mucosa esta
continuamente en renovacion y 2) facilitar colesterol para la incorporacion a lipoproteinas

durante la absorcion de TG @),

2.1.5 Funciones del colesterol en el organismo humano

El colesterol forma parte de las membranas de muchas células animales. En los animales
superiores estd en todos los tejidos, sin embargo, las concentraciones mas elevadas se
presentan en el cerebro, el higado, la piel y las glandulas adrenales. EI cuerpo humano adulto
contiene aproximadamente 100 gramos de colesterol, gran parte se encuentra como
componente estructural de las membranas de las células; es esencial para reparar la

membrana o formar membrana nueva cuando una célula animal se divide o se rompe @),
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Ademas de estas importantes funciones en la célula, el colesterol es una molécula de la

cual se fabrican otros esteroides biol6gicamente activos tales como:

1. Vitamina D3 (colecalciferol): es la forma normalmente encontrada en los
mamiferos, se forma con la irradiacion ultravioleta del 7-dehidrocolesterol, producto
intermedio en la cadena de reacciones de la sintesis del colesterol. Esta vitamina
contribuye a la absorcion del calcio en el estomago y el intestino, y ayuda a mantener

niveles adecuados de este mineral en la sangre @,

2. Acidos biliares: son acidos esteroides que se forman a partir del catabolismo del
colesterol libre, fosfolipidos y del mismo colesterol, entre otros, y son los principales
solutos de la bilis ?°3%, Cuando los acidos biliares se combinan con los aminoacidos
glicina y taurina se forman las sales biliares, que son el principal ingrediente activo
de la bilis. Son poderosos agentes emulsificantes, ya que ayudan a romper las grasas
en particulas pequefias en el intestino favoreciendo, de este modo, su digestion y
absorcion @), El1 95% del colesterol utilizado para la produccion de bilis proviene
del colesterol libre de las lipoproteinas y QM, y el 5% restante se sintetiza en forma
enddgena @9

3. Hormonas esteroideas: Estas hormonas se clasifican en tres grupos:
glucocorticoides, mineralocorticoides y hormonas sexuales; todas derivan de la
progesterona que a su vez proviene del colesterol. Se fabrican en tejidos
especializados como los testiculos, los ovarios y la corteza adrenal .

- Los glucocorticoides son parte importante en la regulacion del metabolismo de
los azUcares y las proteinas; entre ellos esta la cortisona o cortisol, que regula la
utilizacion de los carbohidratos. El cortisol también es un importante
antiinflamatorio @,

- Los mineralocorticoides, de los cuales la mas importante es la aldosterona,
regulan la cantidad de sodio y otros minerales que contienen los liquidos

extracelulares ?®,
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- Las hormonas sexuales: Son los androgenos como la androsterona y
testosterona, y los estrogenos como el estradiol, estrona y estriol. Estas hormonas
son esenciales para el desarrollo de las caracteristicas sexuales masculinas y
femeninas del cuerpo en crecimiento, en el hombre adulto los andrégenos son
esenciales para la produccion del esperma y el funcionamiento de las glandulas
accesorias del tracto genital, estimulan la fabricacion de proteinas y el crecimiento
de los huesos, y favorecen la retencion de nitrogeno. Los estrogenos, que se
producen en el ovario, en la placenta durante el embarazo y en menor cantidad en
los testiculos, son parte esencial en el metabolismo de sustancias como el calcio,

grasas y proteinas, y confieren las caracteristicas sexuales femeninas ).

2.1.6 Efectos de la hipercolesterolemia en el organismo

La hipercolesterolemia es una dislipidemia que prevalece como una enfermedad
asintomatica, solamente detectada mediante concentraciones sanguineas anormales de
colesterol total y colesterol HDL a través de estudios de laboratorio. Su aterogenicidad se
debe, principalmente, a dos mecanismos: primero, al acimulo en el plasma de lipoproteinas
que contienen la apoproteina B principalmente LDL, que alteran la funcion de la pared
endotelial y se depositan en las placas de ateroma; y segundo, a una disminucion de la

concentracion de HDL que protege contra esta acumulacion de LDL en el endotelio ?%%9),

Esta acumulacion excesiva de colesterol en los tejidos es un factor de riesgo importante
para el desarrollo de ateroesclerosis, que dafia el endotelio de forma cronica, lo que aumenta
el riesgo de enfermedades sistémicas tales como el accidente vascular cerebral, el infarto

agudo de miocardio, la insuficiencia cardiaca y la hipertension arterial 637,

Al respecto, se ha visto que el riesgo de ataque al corazon es tres veces mayor en los
pacientes con hipercolesterolemia, en comparacion con aquellos que tienen perfiles normales
de lipidos en sangre ©®, esto debido a que se ha comprobado que elevadas concentraciones
de lipoproteinas que contienen apolipoproteina-B son esenciales en el desarrollo de la placa

coronaria @,
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Por el contrario, como ya se ha mencionado, los niveles de HDL tienen un efecto
protector contra la enfermedad cardiovascular. En un meta-analisis que incluyd 4 estudios
prospectivos se llego a la conclusion que por cada aumento de 1 mg/dL de HDL, se disminuye

el riesgo de padecer eventos coronarios un 2% en los hombres y un 3% en las mujeres ©9),

Adicionalmente, se ha observado una mayor prevalencia de hipertension arterial en
sujetos afro-americanos, y de sindrome metabdlico en las poblaciones latinoamericanas,
ambas patologias favorecidas por concentraciones plasmaticas elevadas de colesterol total y
LDL (3640,

Por altimo, en recientes estudios, se ha observado que la hipercolesterolemia juega un
papel importante en el desarrollo de varias otras enfermedades como la diabetes,

osteoporosis, enfermedad de Alzheimer, trastornos de la respuesta inmune y canceres 443,

Ante este panorama, se han investigado alternativas mas inocuas para el ser humano, que
contribuyan al tratamiento de estas enfermedades, una de ellas son los microorganismos
probidticos, entre ellos, algunas especies de levaduras, que han demostrado ser eficaces en el

tratamiento de las dislipidemias.

2.2 Kluyveromyces marxianus

La levadura Kluyveromyces marxianus (K. marxianus) pertenece a la division
Ascomycota, se reproduce por gemacién multilateral y mediante ascosporas. Sus esporas son

esféricas ¥, liberandose al llegar a su madurez 849

Aunque esta levadura se encuentra predominantemente en productos lacteos %, se ha
aislado de una gran variedad de habitats, lo que habla de su gran diversidad metabdlica “©).
No obstante, dentro de las generalidades de esta especie, cabe destacar que tiene un
metabolismo aerdbico y fermenta diversos azicares “”, incluso a altas temperaturas,
produciendo a partir de éstos, muy bajas cantidades de alcohol “4#®); aunque con el exceso

de azlcar hay ausencia de metabolismo fermentativo “9),
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K. marxianus produce una variedad de enzimas de gran importancia biotecnoldgica, tales
como la inulinasa, B-galactosidasa, B-glucosidasa, y endopoligalacturonasas. Ademas de
algunas enzimas menos destacadas, pero con potencial aplicacion en la industria, como

fosfatasas, carboxipeptidasas y aminopeptidasas ).

La enzima p-galactosidasa o lactasa que produce la levadura, es una enzima intracelular
inducible por carbohidratos como la lactosa, la que hidroliza en glucosa y galactosa 9,
mientras que la inulinasa o B-1,2-fructan-fructanohidrolasa, es una enzima encargada de
hidrolizar los enlaces -1,2 fructano de la inulina. La hidrélisis completa de la inulina lleva
a la formacion de fructosa y glucosa “°59. Cabe destacar que, por su capacidad de hidrolizar
la lactosa, se le ha relacionado con la fermentacidn natural de productos lacteos fermentados

como el kéfir y kumis 152,

Aunado a esto, se ha observado que produce otros compuestos importantes como

oligonucleotidos, oligosacaridos y oligopéptidos también de gran importancia biotecnologica
(46)

Finalmente, cabe mencionar otras caracteristicas relevantes de K. marxianus como la
presencia de un solo tipo de esterol, el ergosterol, ademas de que, puede crecer en una
variedad amplia de sustratos, tiene altas tasas de crecimiento y es una levadura termotolerante
@7, ya que se ha observado que es capaz de crecer dentro de un amplio intervalo de
temperaturas, que van desde los 4 hasta los 45 °C %), incluso, en algunos estudios realizados,

se ha observado su crecimiento a una temperatura de hasta 50 °C “654),

2.2.1 Aplicaciones biotecnoldgicas de K. marxianus

La lactasa producida por K. marxianus se ha establecido como una enzima generalmente
reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos ©°, por lo

que se considera una enzima segura para su aplicacion en la industria alimentaria.
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Asi, se ha utilizado la lactasa producida por esta levadura, para producir jarabes que
sirven como sustituto del jarabe de maiz o sacarosa en las industrias de heladerias, reposterias
y panaderias; ademas su adicion a productos lacteos como leche, yogurt, crema agria y
mantequilla mejora el sabor sin que se incremente el contenido caldrico, favoreciendo
ademas, el consumo en personas con intolerancia a la lactosa . Igualmente, se ha utilizado
en la industria lactea para hidrolizar la lactosa del suero de leche, lo que permite el
aprovechamiento de este abundante subproducto, que de forma habitual es desechado en

aguas residuales, lo que representa un gran problema de contaminacion ©9),

También K. marxianus se ha usado para la obtencion de concentrados proteicos a partir
de la biomasa producida por la levadura, que es cultivada en suero lacteo desproteinizado
67 asi como para la obtencion de inulinasa ©%%), la cual se utiliza para la produccion de
fructosa a partir de la hidrélisis de la inulina y para la produccion de fructo-oligosacaridos

que se pueden utilizar como prebidticos en alimentos funcionales ©9.

En adicion, los oligonucleétidos producidos por la levadura, son usados como
potenciadores del sabor en productos alimenticios y los oligopéptidos, como estimuladores
inmunoldgicos, afiadidos a los productos lacteos que se liberan en el mosto después de la

protedlisis de proteinas del suero de leche “®.

Por altimo, es de destacar la utilizacion K. marxianus para el desarrollo del aroma fino

del grano de cacao ©9.

2.3 Probidticos

El término probiotico significa “pro vida”, es decir que favorecen la vida y fue adoptado
en 1960, para distinguir las sustancias producidas por microorganismos que promovian el

crecimiento de otros microorganismos ©9, sin embargo, Fuller 2 en 1989 con el proposito

de destacar el caracter microbiano de los probi6ticos, los definié como:

“suplemento dietético a base de microorganismos vivos que afecta beneficiosamente al

animal huésped mejorando su equilibrio intestinal”.
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Actualmente, la definicién mas aceptada y por lo tanto, mas utilizada es la propuesta por

Guarner y Schaafsma ©2 en 1998:

“los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades

apropiadas, confieren al huésped efectos saludables”.

Actualmente, los microorganismos probiéticos son considerados dentro los subgrupos
maés importantes de los llamados alimentos funcionales, los cuales se han definido como
alimentos que, ademas de cumplir una funcion de nutricion, tienen efectos beneficiosos sobre
una o mas funciones del organismo, fomentando la salud y reduciendo el riesgo de
enfermedad 183, asi, los alimentos funcionales del tipo probidtico, son productos que
contienen microorganismos definidos y viables en cantidad suficiente para modificar la

microflora del huésped, provocando un efecto beneficioso sobre la salud de éste ¢4,

2.3.1 Criterios establecidos para determinar la capacidad probiédtica de un
microorganismo

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, y la
Organizacion Mundial de la Salud © (FAO y OMS, por sus siglas en inglés) han establecido
algunas directrices con la finalidad de evaluar las propiedades de los probidticos que, aunque
se enfocan al uso de bacterias, pueden ser considerados para el estudio de las propiedades
probidticas de las levaduras.

Estos criterios son los siguientes:

1. ldentificacion del género, la especie y la cepa probiotica: los efectos benéficos no
se pueden atribuir de forma generalizada a un género o especie, sino que dependen
de la cepa. Por eso, es necesario realizar su identificacion por métodos de
caracterizacion fenotipica y genotipica. La nomenclatura aplicada debe establecerse
por criterios cientificos, y se recomienda preservar las cepas en una coleccion de

cultivos reconocida internacionalmente.
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2. Pruebas in vitro para la seleccion de probidticos de uso en humanos: aqui se
incluyen: a) resistencia a la acidez gastrica y a las sales biliares, ya que son
condiciones de estrés que crean una barrera limitante para su supervivencia en este
ecosistema; b) adherencia al mucus y las células epiteliales, esto debido a que se
consideran propiedades que los probidticos deben tener para ejercer efectos
inmunomoduladores y limitar la adhesidn de patégenos; ¢) habilidad para reducir la
adhesion de la flora competitiva y actividad antimicrobiana que favorezca el

desplazamiento de patdgenos y; d) capacidad para hidrolizar las sales biliares.

3. Seguridad de los probidticos: es importante evaluar los efectos colaterales de las
cepas utilizadas como son: implicacion en infecciones sistémicas, actividades
metabolicas nocivas, estimulacion excesiva del sistema inmune y transferencia de
genes, con el fin de garantizar su inocuidad. Para ello se recomienda que sean
sometidas a las siguientes pruebas de caracterizacion:

a) Resistencia a antibidticos, verificando la ausencia de genes de resistencia
transferibles.

b) Actividades metabdlicas perjudiciales (p. ej., produccion de acido D-lactico).

¢) Estudios epidemioldgicos sobre posibles efectos adversos en los consumidores.

d) Determinacion de la produccion de toxinas y capacidad hemolitica, si la cepa
pertenece a una especie potencialmente productora de estas.

e) Ausencia de infectividad en animales inmunodeprimidos.

4. Estudios in vivo utilizando animales y humanos: el objetivo es demostrar las
propiedades atribuidas a los probidticos en relacion con la mejoria de una condicion
clinica, sintoma, bienestar y calidad de vida, reduccion del riesgo de enfermedad y

rapidez en la recuperacion de una enfermedad, entre otros.
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2.3.2 Mecanismos de accion de los probidticos

Se ha observado en diferentes estudios realizados tanto in vitro como in vivo, que los
probidticos pueden influir en la composicion de la microflora intestinal, en la funcion de
barrera de la mucosa y el epitelio y en el sistema inmune de la mucosa, mediante distintos
mecanismos, a través de los cuales ejercen sus efectos benéficos (%667 Aqui se detallan los

principales mecanismos de accion:
1. Interaccidn de los probioticos con la microflora intestinal

La colonizacion bacteriana del intestino inicia con el nacimiento, debido a que los recién
nacidos estan en un ambiente estéril hasta que comienza el parto, y permanece toda la vida
con cambios importantes conforme avanza la edad ©®. Al respecto, se sabe que més de 400
especies de bacterias habitan normalmente el aparato digestivo ¢,

El estdmago por lo regular contiene pocas bacterias (10° unidades formadoras de colonias
por ml de jugo géstrico), sin embargo, la concentracion va aumentando a lo largo del intestino
hasta llegar a una concentracion final en el colon de 10* bacterias/g ©°.

Entre las principales funciones de la microbiota intestinal estan: capacidades metabolicas
(como la degradacion de material no digerible de la dieta y regulacion del almacenamiento
de energia, biotransformacidn de xenobioticos, sintesis de vitaminas esenciales y aumento de
absorcion de minerales), proteccidn contra agentes infecciosos evitando la proliferacion de
especies microbianas con potencial patogeno, diferenciacion del epitelio intestinal y

modulacion del sistema inmune 9,

La exposicion materna prenatal influye en la colonizacién microbiana postnatal, lo que
juega un papel fundamental en el desarrollo del tejido linfoide asociado al intestino (GALT,
por sus siglas en inglés), en el desarrollo del sistema inmunolodgico y en la integridad de la
barrera de la mucosa. Por lo tanto, el desarrollo de la microbiota intestinal en las primeras
etapas de la vida puede estar vinculado a futura susceptibilidad a la enfermedad. Numerosos
estudios han asociado enfermedades tales como la enfermedad inflamatoria intestinal, la
obesidad, el cancer de colon y algunas alergias con alteraciones en la microbiota intestinal,

sobre todo con el aumento de microorganismos patogenos G"7Y.
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En este sentido, los probidticos pueden producir efectos benéficos en la salud, regulando
la composicion de la microflora intestinal, ya que se ha demostrado que pueden inhibir el
crecimiento de microorganismos patogenos a través de la produccion de acidos organicos, de
bacteriocinas/defensinas o compitiendo con bacterias patégenas por los sitios de union
epiteliales y por nutrientes, reduciendo el pH luminal y de este modo favoreciendo la
presencia y diversidad de microorganismos benéficos dentro del medio ambiente intestinal

(7,37,67,70)

2. Incremento de la funcién de barrera intestinal

La funcidn de barrera intestinal es importante, ya que constituye un mecanismo protector
del epitelio intestinal. La pérdida de la integridad de la barrera epitelial puede ocasionar
desordenes intestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal, infecciones, enfermedad
celiaca y algunos tipos de enfermedades autoinmunes. Algunos probidticos han mostrado su
capacidad en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, ademas de prevenir
y reparar dafios en la mucosa ocasionados por alergenos presentes en los alimentos,
microrganismos patdgenos y citoquinas proinflamatorias ?. Los mecanismos de accion
implicados en este beneficio incluyen la secrecion de mucina, la modulacion de la

fosforilacion de proteinas y el aumento de la resistencia transepitelial "',
3. Modulacion de la respuesta inmune

Las células epiteliales y las células del sistema inmune innato tienen receptores celulares
con capacidad de distinguir entre la microbiota comensal y la patdgena y de esta forma
promueven la sintesis de distintos mediadores de la respuesta inmune innata como citocinas,
quimiocinas y moléculas de adhesién, entre otras, y que son parte de la respuesta adaptativa

del sistema inmune contra los patogenos ("),

Los probioticos ejercen sus efectos sobre numerosos tipos de células involucradas en la
respuesta inmune innata y adaptativa, tales como células epiteliales, células dendriticas,
monocitos / macréfagos, células B, células T, incluyendo las células T con propiedades
reguladoras, y células asesinas naturales (CAN) (377479 y de este modo se ha observado que
protegen al hospedero frente a infecciones y procesos de inflamacion intestinal cronica como

la enfermedad de Crohn, enfermedad celiaca y colitis ulcerosa, entre otras ("),
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Otros efectos importantes observados en los probiGticos es que, en situaciones
patoldgicas, pueden estimular la respuesta inmunitaria antigeno-especifica en procesos
alérgicos ®, ademas de que, algunas cepas probitticas, pueden actuar sobre receptores
opioides y canabinoides de las células epiteliales, influyendo en funciones analgésicas, lo
que podria llegar a ser una alternativa en el tratamiento del dolor abdominal y la enfermedad

del colon irritable 7,

La figura 4 resume los principales mecanismos de accion, antes descritos, mediante los

cuales los probiéticos ejercen sus efectos benéficos a la salud.

3. Competencia por
nutrientes y prebidticos

‘. E== 4. Sustancias antimicrobianas y
o — antagonismo directo
@
Probidtico g\
P Fstimulacion de la S Patigeno

1. Exclusion de "2,‘ “n‘ respuesta inmune
patégenos

6. Reduccion de inflamacién S Fancicn de barresa

Figura 4. Principales mecanismos mediante los cuales los probidticos ejercen sus beneficios. 1) Exclusién y
competicién con patdgenos por la adhesion a células epiteliales, 2) estimulacion de la respuesta inmune
innata, 3) competencia por los nutrientes y prebidticos, 4) produccidn de sustancias antimicrobianas y por lo
tanto antagonismo por patdgenos, 5) proteccion de la integridad de la barrera intestinal y 6) regulacion de
citocinas anti-inflamatorias e inhibicién de la produccion de citocinas pro-inflamatoria. CEl: células del
epitelio intestinal, T: células T, Th1/Thy: linfocitos T helper 1/ linfocitos T helper 2, B: células B, y-IFN:
interferén gama, FNT-o; factor de necrosis tumoral alfa, CD: células dendriticas, IL: interleucina; M: célula
M intestinal (tomado y modificado de Saad et al ©©), 2013)
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2.3.3 Efectos benéficos de los probioticos en la salud humana

El papel de los organismos probidticos en la prevencion y tratamiento alternativo o
complementario contra un gran namero de trastornos, especialmente de tipo gastrointestinal
y su capacidad para mejorar la respuesta inmune han atraido mucha atencion en todo el
mundo.

Asi, algunas especies probidticas como Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium spp, Streptococcus
spp han demostrado tener capacidad de modular la respuesta inmune del huésped y de este
modo ejercer sus efectos benéficos, los cuales han sido observados en el tratamiento de la
diarrea infecciosa aguda causada por rotavirus y la diarrea ocasionada por antibidticos, asi
como para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal y para el tratamiento y
prevencion de alergias y asma ©%717881) incluso, en un estudio realizado, se observé que la
administracion oral de Lactobacillus rhamnosus GG en pacientes con enfermedad de Crohn
promueve un aumento de la respuesta inmune, reduce el dolor y el agravamiento de la
enfermedad ©),

Otro estudio con Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus GG demostrd que estas
especies de lactobacilos pueden prevenir el cancer colorrectal, al inhibir la proliferacion de
células cancerigenas ®2, mientras que otros investigadores concluyeron que Lactobacillus
acidophilus tiene efectos inmunomoduladores que pueden actuar también contra el cancer de
mama ©3),

Algunas especies probitticas como Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum y
Lactobacillus gasseri demostraron su efecto sinérgico en la reduccion de la infeccion por
Helicobacter pylori, en pacientes con Uulcera gastroduodenal ocasionada por este
microorganismo ®4, asi mismo, en otro estudio, se encontré que Lactobacillus salivarius
puede inhibir la colonizacion por Helicobacter pylori en ensayos in vitro, asi como en
ratones, esto posiblemente porque produce altas cantidades de acido lactico, que puede

inhibir el crecimiento de esta bacteria patogena .
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Se ha demostrado también, el alivio del estrefiimiento y sus sintomas al usar probidticos
como Lactobacillus plantarum LPO1, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium breve BRO03, y Bifidobacterium lactis BSO1, tanto en nifios como en adultos
(71,85).

El Streptococcus thermophilus y el Lactobacillus acidophilus se han utilizado como
probidticos para mejorar la digestion de la lactosa en sujetos con intolerancia a este azUcar
(37,66).

En cuanto a la salud oral, estudios han demostrado que Streptococcus salivarius K12
produce bacteriocinas contra patdgenos como Streptococcus pyogenes y Streptococcus
pneumoniae, y evita la faringitis recurrente, otitis media, y amigdalitis, ademas de disminuir
la aparicion de la placa dentobacteriana y reducir los niveles de Streptococcus mutans en los
sujetos de estudio. Especies como Streptococcus uberis y Streptococcus oralis también

evitan la proliferacion de patogenos periodontales @7,

Adicionalmente, en investigaciones recientes, se han observado efectos positivos de la
mezcla de probidticos en la reduccién de sintomas alérgicos en ratones suplementados con
leche de soya fermentada con este tipo de microorganismos ©®, asi como, en algunas cepas
del genero Lactobacillus (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii y
Lactobacillus reuteri), en los cuales han probado sus efectos benéficos sobre el metabolismo

del folato y selenio €79,

Por altimo, cabe destacar estudios prometedores sobre la accion de especies probidticas
en el tratamiento de la obesidad, como el realizado en ratones que fueron alimentados con
leche descremada suplementada con Bifidobacterium breve B-3, resultando en una supresion
de aumento de peso corporal y la mejora de los niveles séricos de colesterol total, glucosa en

ayunas y de insulina ®.
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2.3.4 Efectos probidticos encontrados en las levaduras

Las levaduras son un grupo grande y heterogéneo de microorganismos, en las cuales alin
existen pocos estudios enfocados a conocer sus propiedades probidticas, sin embargo, estan
atrayendo cada vez mayor atencion por parte de los cientificos y la industria debido a las

propiedades destacables que se han encontrado hasta el momento en estos microorganismos.

Algunas propiedades, mediante las cuales pueden ejercer efectos antagonicos contra
microorganismos patdgenos son: competencia por nutrientes, cambios de pH en el medio
como consecuencia del crecimiento de acoplamiento de intercambio i6nico o la produccion
de acido organico, produccion de altas concentraciones de etanol y secrecion de compuestos

antimicrobianos tales como toxinas asesinas antifiingicas o "micosinas" ).

Un ejemplo de esto se encuentra en la levadura Saccharomyces cerevisiae var. Boulardii,
aislada primero de la fruta de lichi en Indochina y descrita en 1984 como una levadura
saprofita, la cual se considera una especie probi6tica para consumo humano, ha demostrado
sus efectos benéficos en el tracto gastrointestinal de animales monogastricos, impidiendo la
adherencia de bacterias patdgenas al tracto digestivo, inhibiendo las toxinas bacterianas y
promoviendo condiciones favorables para el crecimiento y produccion de bacterias acido-
lacticas ©?. Ademas, ha sido recomendada para la prevencion y el tratamiento de varios tipos
de gastroenteritis en nifios y adultos, y de diarreas como la diarrea asociada a antibidticos,
diarrea asociada a Clostridium difficile, diarrea del viajero, diarrea aguda, la diarrea cronica
en virus de inmunodeficiencia humana, asi como en el trastorno inflamatorio intestinal, ya
que tiene efectos en la respuesta inmune al observarse que estimula la inmunidad innata y

adaptativa de la célula huésped, en respuesta a las infecciones de patogenos (16:17:80),

Algunas otras cepas de Saccharomyces cerevisiae han demostrado tener propiedades
probidticas al observarse la produccién de enzimas, vitaminas y aminoacidos, la adherencia
a microvellosidades intestinales que por exclusion competitiva desplazan a los
microorganismos patégenos, la disminucion del potencial redox, la produccion de
bacteriocinas, la reduccion de los niveles de colesterol, asi como la estimulacion del sistema

inmune, entre otros @9,
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Ciertas especies de levadura tales como Phaffia rhodozyma y Rhodotorula gracilis poseen
efectos probidticos indirectos, al observarse que tienen la capacidad de sintetizar
carotenoides, precursores de la vitamina A, que tiene actividad antioxidante, por lo que
pueden impedir la accion de los radicales libres en las células vivas, ademas de mejorar el
sistema inmunoldgico, ejercer proteccion contra el cancer y jugar un papel importante en la
prevencion de enfermedades degenerativas. Es por esto que estas levaduras han sido

utilizadas para la produccion intensiva de este precursor de vitamina A .

Otros efectos benéficos encontrados en varias especies de levaduras son: la capacidad de
biodegradacion de fitato (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri,
Schwanniomyces castellii, Debaryomyces castellii, Arxula adeninivorans, Pichia anomala,
Pichia rhodanensis, Pichia spartinae, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula gracilis,
Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces lactis Candida krusei (Issatchenkia orientalis) y
Candida spp.), lo que tiene efectos nutricionales beneficios como una mejor
biodisponibilidad de minerales divalentes tales como hierro, zinc, calcio y magnesio; la
biosintesis de folato (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Metschnikowia lochheadii, Debaryomyces
melissophilus, Debaryomyces vanrijiae var. vanrijiae, Debaryomyces hansenii, Pichia
philogaea, Kodamaea anthophila, Wickerhamiella lipophilia, Candida cleridarum y
Candida drosophilae, Candida glabrata, Kluyveromyces marxianus), que puede tener
efectos benéficos como la prevencion de los defectos del tubo neural en el feto, la anemia
megaloblastica y la reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular, el cancer y la
enfermedad de Alzheimer; ademas de la degradacion y absorcion de micotoxinas
(Saccharomyces cerevisiae, Phaffia rhodozyma y Xanthophyllomyces dendrorhous), lo que

tiene un efecto antitoxico en el huésped 7.

Recientemente, otras cepas de levaduras pertenecientes a los géneros Saccharomyces,
Debaryomyces, Torulaspora, Kluyveromyces, Pichia y Candida también han demostrado
tener un potencial probidtico en términos de su capacidad para sobrevivir a condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, y para adherirse a células epiteliales intestinales de

diferentes mamiferos @2,
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Al respecto, en un estudio realizado en la cepa K. marxianus B0399 se observaron varios
rasgos potencialmente probioticos como la adhesiéon al epitelio intestinal, la funcién inmune,
y la modulacion de la microbiota colonica, por lo que se concluyo que esta cepa posee una
serie de propiedades beneficiosas que la hacen un microorganismo con potencial probiotico
©3), En adicion, en otra cepa de la levadura K. marxianus, aislada del pulque, se observo que
cumplia con varios pardmetros para identificarla como probidética como lo son: resistencia a
pH &cidos, a jugo gastrico y a bilis, colonizacion de intestino por méas de 5 dias y posible

productor de antibiosis ¥,
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3. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ®9 | las dietas no saludables,
como las ricas en grasas saturadas y colesterol, sal y azicar y baja en hidratos de carbono
complejos, frutas y verduras, conducen a un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares.
En este sentido, el manejo actual que se les da a los pacientes para reducir los niveles de
colesterol en sangre incluye la terapia farmacoldgica, modificaciones en la dieta y el ejercicio

regular ©9),

En cuanto al tratamiento con farmacos, el Colegio Americano de Cardiologia y la
Asociacion Americana del Corazon (ACC y AHA, por sus siglas en inglés) en 2013
publicaron nuevas directrices sobre el tratamiento de los niveles altos de colesterol en sangre
para reducir el riesgo cardiovascular aterosclerético en adultos. Las nuevas directrices hacen
hincapié en la terapia con estatinas sobre otros tratamientos hipolipemiantes ©®. Se ha
observado su eficacia para la reduccion del colesterol LDL y su uso continuo reduce la morbi-

mortalidad cardiovascular proveniente de la enfermedad arterioesclerética ©7,

El mecanismo por el cual tienen efecto las estatinas se basa en la inhibicion de la enzima
HMG-CoA reductasa, que cataliza un paso clave en la sintesis del colesterol, la conversién
de HMG-CoA en mevalonato. La inhibicion de esta enzima por las estatinas produce
disminucion de la sintesis hepatica de colesterol y de los niveles de LDL, asi como una menor
susceptibilidad de las LDL a ser oxidadas, lo cual evita la formacién de la nueva placa de
ateroma y por lo tanto disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular ©®. Sin embargo,
se han observado efectos adversos de algunos tipos de estatinas >, como lo son la miopatia

y un incremento asintomatico en las transaminasas hepéticas ©®.

En el tratamiento dietético destacan el uso de fibra, incluyendo polisacaridos solubles y
digeribles tales como pectina de las frutas y alginato de algas pardas ya que tienen un efecto
reductor del colesterol %, asi mismo se han observado efectos positivos en la reduccion del
colesterol de los fitoesteroles, de la proteina de soja, de algunos compuestos prebidticos
especificos y de algunos probiéticos ). Algunos de estos agentes nutracéuticos adicionados
a alimentos conocidos como funcionales intervienen en el metabolismo del colesterol

inhibiendo ciertas vias “?,
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Respecto a los probidticos, se ha informado de la capacidad de algunas cepas de bacterias
y levaduras en la reduccion de los niveles de colesterol, lo cual es de particular interés en este

estudio.

3.1 Efecto de bacterias probioticas en la disminucion de los niveles de colesterol

Los efectos hipocolesterolémicos de los microorganismos probidticos se han observado

en numerosos estudios tanto in vitro como in vivo.

Mann y sus colaboradores fueron los primeros en descubrir, a principios de los 70°s, los
efectos hipocolesterolémicos de la leche fermentada en nativos de la tribu Massai %9, desde
entonces la relacién entre las bacterias acido lacticas y la disminucién del colesterol sérico

ha aumentado atn mas el interés por los probi6ticos, por su potencial efecto benéfico %9,

En este sentido, diversas investigaciones han demostrado el efecto de los productos lacteos
fermentados en el colesterol en suero, especialmente con cepas seleccionadas de bacterias
acido-lacticas. Se ha encontrado, por ejemplo, que la cepa de Lactobacillus fermentum KC4b,

puede eliminar 14,8 mg de colesterol desde el medio de cultivo Y,

En otro estudio realizado con 11 cepas de lactobacilos, en las cuales se analiz6 su
capacidad de asimilacion de colesterol en medios de cultivo y en condiciones intestinales
simuladas, 2 de ellas, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus reuteri, tuvieron una alta
asimilacion de colesterol, destacando Lactobacillus reuteri con una asimilacion de colesterol

de més del 67% en las condiciones intestinales simuladas del estudio (192,

Otro ensayo in vitro en el que se usaron cepas de Lactobacillus plantarum cultivadas en
caldo MRS que contenia bilis y colesterol, se encontr6 que estas cepas eran capaces de

disminuir el colesterol presente en el medio en un 11 a 61% ©9,

Sin embargo, algunos estudios realizados in vitro e in vivo muestran diferentes resultados.
Por ejemplo, en un ensayo realizado con Lactobacillus plantarum A7 se demostré que la
reduccion de colesterol en medios de cultivo de esta bacteria &cido-lactica no se relaciona
con su capacidad de reducir el colesterol del suero “%3). Otro estudio realizado en humanos

diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2, quienes estuvieron sometidas al consumo de
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probidticos y al analisis sanguineo de glucosa, TG, LDL y HDL, demostré una tendencia no
significativa a la baja en el nivel de TGy colesterol LDL, después del consumo de dos capsula
diarias, cada una de 1500 mg de una mezcla de lactobacilos probioticos (L. acidophilus, L.

bulgaricus, L. bifidum, and L. casei), tomadas durante 6 semanas 2.

En otra investigacion hecha con 3 cepas de lactobacilos aislados del koumiss para
determinar y comparar su efecto en la disminucidn de lipidos in vitro y en ratas alimentadas
con un alto contenido en lipidos, mostro que las 3 cepas seleccionadas fueron capaces de

reducir el colesterol in vitro, y reducir el colesterol eficazmente in vivo @04,

En adicion, en un analisis realizado en la cepa Lactobacillus plantarum MAZ2, aislada del
kéfir, cuyo objetivo era evaluar su capacidad de reducir el colesterol en ratas, se observo que
este microorganismo fue capaz de reducir el colesterol sérico total, el colesterol LDL, y los
niveles de TG, ademéas de mantener los niveles de HDL, al no observarse cambios en los
niveles séricos de esta lipoproteina %), Lo mismo se concluyd en otro ensayo, al evaluar los
efectos de Lactobacillus plantarum 9-41-A y Lactobacillus fermentum M1-16 sobre el peso
corporal, el metabolismo de los lipidos y la microflora intestinal de las ratas alimentadas con

una dieta alta en colesterol (%9,

En un experimento con 16 ratas macho sometidas a una dieta alta en colesterol durante 14
dias, divididas posteriormente al azar en dos grupos, uno tratado con Lactobacillus plantarum
AT aislado de muestras de heces de bebés y el otro tratado sélo con dieta alta en colesterol,
se observo que este lactobacilo fue eficaz en la reduccion de los niveles plasmaticos de
colesterol, TG y LDL, mientras que no se obtuvieron cambios en los niveles de HDL,

comparados con el grupo que no recibi6 el tratamiento con este lactobacilo @7,

En otro ensayo en ratas Wistar machos, las cuales fueron suplementadas, en el agua de
consumo, con una cepa de Lactobacillus casei F0822 aislada de una muestra fecal humana,
se demostro que esta cepa redujo los niveles de colesterol total y LDL en el suero de las ratas

en un 39,2% y 63,2%, respectivamente, a una dosis de 1X10° UFC por m| (08,
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Dos cepas de Lactobacillus plantarum Lp09 y Lp45 aisladas de granos de kéfir fueron
seleccionadas en otro estudio, en el cual se utilizaron ratas Sprague-Dawley. El grupo tratado
con Lactobacillus plantarum Lp09 logr6 una reduccion maxima de colesterol total del 30,5%,
de TG del 23,7% y LDL del 47,9%, mientras que el grupo tratado con Lactobacillus
plantarum Lp45 logré una reduccion de colesterol total del 18,4%, de TG del 12,3% y de

LDL del 21,5%, comparados con el grupo sin tratamiento con la cepa %Y.

En una investigacion realizada con 32 hombres y mujeres con hipercolesterolemia a
quienes se les administr6 una cepa de lactobacillus acidophilus CHO-220 y un prebidtico, la
inulina, por 12 semanas, se obtuvo una reduccién del colesterol plasmatico total y de LDL

de un 7,84 y 9,27%, respectivamente (%9,

En otro estudio que incluyd 14 sujetos con hipercolesterolemia leve a moderada, se pudo
observar que el yogur que contenia las cepas de probidticos Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium lactis logré una reduccién significativa del colesterol plasmatico total

(p=0,038) en comparacion con un yogur regular (19,

3.2 Efecto de algunas especies de levaduras en la disminucién de los niveles de
colesterol

Los estudios en levaduras son mas limitados, sin embargo, en la actualidad, han
aumentado las investigaciones sobre este género de microorganismos, de los cuales se han
descubierto diversas propiedades que los hacen microorganismos prometedores para ser
incluidos como probidticos, entre las que destacan su capacidad para disminuir el colesterol

plasmatico.

Asi, en un estudio realizado con la levadura Saccharomyces boulardii inoculada dos veces
al dia a hamsters alimentados con una dieta alta en colesterol, a un primer grupo se le dio un
tratamiento oral de la levadura dos veces al dia que se inici6 desde el comienzo de la dieta
rica en colesterol y continudé durante 14 dias como tratamiento preventivo. En el segundo
experimento, Saccharomyces boulardii se les administr6 durante 14 dias después del
comienzo de la dieta rica en colesterol cuando la hipercolesterolemia se habia desarrollado y
continué durante 14 dias adicionales, como protocolo curativo. En el protocolo de

prevencion, la administracion de la levadura redujo significativamente la hipercolesterolemia
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inducida por la dieta en un 14% en comparacion con el grupo que recibio solamente la dieta
de colesterol. En el protocolo curativo, Saccharomyces boulardii redujo significativamente

la hipercolesterolemia en un 12% 9,

En otro estudio con la cepa de levadura K. marxianus M3 en ratas Wistar hembra, las
cuales fueron alimentadas con una dieta alta en colesterol durante 28 dias y posteriormente
divididas en 4 grupos al azar, 3 de los cuales se les administro diferentes dosis de la levadura
via oral durante 7 semanas, se observo que efectivamente K. marxianus fue capaz de
disminuir significativamente (p <0,01), en todos los grupos tratados con diferentes dosis de
la levadura, el colesterol total en suero, TG y LDL en comparacion con el grupo no tratado,
ademas de observarse un aumento significativo (p <0,01, p <0,05) de los niveles séricos de

HDL en comparacion con el grupo no tratado @V,

En un ensayo en donde se evaluo la actividad hipocolesterolémica de 81 cepas de levadura
en ratas Wistar macho alimentadas con una dieta rica en colesterol y suplementadas con las
distintas cepas de levadura durante 7 dias, se encontrd que la cepa K. marxianus YIT 8292
tuvo la mayor actividad hipocolesterolémica entre las cepas de levadura que se evaluaron, al

disminuir significativamente el colesterol total en plasma e higado 2.

En otra investigacion realizada también por Yoshida et al *® en 2015, con la misma cepa
de K. marxianus YIT 8292, donde se evaluaron los efectos de diferentes extractos celulares
de la levadura en ratas alimentadas con una dieta rica en colesterol, se encontr6 que algunos
componentes de la pared celular aumentaron la excrecion fecal de esteroles y la
concentracion de acidos grasos de cadena corta en el ciego de las ratas de experimentacion,
efectos atribuidos a los polisacaridos no digeribles como el alfa-manano y beta-glucano que
se encuentran en gran cantidad en la pared celular, lo que probablemente sea el mecanismo

por el cual se disminuyeron los niveles de colesterol en sangre en las ratas.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente en México, de acuerdo a las estadisticas obtenidas por la Secretaria de Salud
en 2008, se han incrementado las enfermedades que tienen como principales factores de
riesgo la presencia de altos niveles de triglicéridos, colesterol libre y LDL en sangre, entre
ellas estan las enfermedades isquémicas del corazén, la enfermedad cerebrovascular y

enfermedades hipertensivas, todas ellas con una alta tasa de mortalidad en la poblacion.

Y aunque las estrategias para su prevencion y control, que incluyen la promocion de
cambios en los habitos alimenticios y terapias con farmacos se siguen trabajando, se requiere
evaluar otras alternativas de intervencion para la poblacion que las padece y sin efectos

colaterales como los observados con medicamentos.

Ante esto, se han realizado diversos estudios que evidencian la accion de
microorganismos probidticos, concretamente, en la disminucion de la concentracion de
colesterol en sangre, sin embargo, estos estudios se han enfocado, en gran medida, en
lactobacilos y bifidobacterias, encontrandose en la literatura escasos estudios realizados con
levaduras, en las cuales se han descubierto propiedades probioticas, y que acttan de manera
sinérgica con otros microorganismos probidticos, observandose esta simbiosis en alimentos

fermentados como el kéfir y el pulque.

Es por esto que, en el presente estudio, se selecciond la levadura Kluyveromyces
marxianus, cuyo crecimiento se ha comprobado en el pulque, bebida ancestral de consumo
tradicional en Meéxico, para evaluar el efecto que tiene en la reduccion de colesterol libre
tanto in vitro como en un modelo de ratén CD1 con hipercolesterolemia inducida por dieta,
pudiéndola utilizar como microorganismo probiético en alimentos funcionales, con
propiedades hipocolesterolémicas, lo que contribuiria a una menor incidencia de
enfermedades asociadas a esta dislipidemia, y en consecuencia, a la disminucion de
ausentismos, discapacidades y hospitalizaciones, ademéas de la reduccion del gasto en el
sector salud por los tratamientos farmacoldgicos de estas patologias. También, cabe destacar
que, en la actualidad, no existen estudios in vitro y sélo existen pocos estudios realizados en
ratas que han evaluado la capacidad de disminuir la concentracion de colesterol por algunas

cepas de K. marxianus.
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5. HIPOTESIS

La levadura Kluyveromyces marxianus es capaz de disminuir significativamente el

colesterol libre in vitro e in vivo.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto de la levadura Kluyveromyces marxianus en la reduccion de los niveles

de colesterol libre, in vitro y en ratones CD-1 hipercolesterolémicos.

6.2 Objetivos especificos:

1. Caracterizar el crecimiento de la levadura K. marxianus en medio de cultivo YPD.

2. Determinar in vitro, el efecto de K. marxianus sobre la concentracion de colesterol
total.

3. Determinar in vivo, el efecto de K. marxianus en el nivel de colesterol libre en sangre,
mediante la inoculacion de la levadura a ratones hembra con hipercolesterolemia

inducida.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de estudio: El presente estudio fue de tipo basico, prospectivo,
experimental, cuali-cuantitativo y de laboratorio.
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7.3 Descripcion del método:

7.3.1 Obtencion y conservacion de la cepa de la levadura K. marxianus para los
ensayos in vitro e in vivo

La levadura K. marxianus se aislo, en una investigacion previa, de una muestra de pulque
del municipio de Mineral de la Reforma, Hidalgo, la cual se identific6 utilizando un kit API
20 C AUX (método estandarizado para la identificacion precisa de levaduras que se
encuentran mas frecuentemente, mediante pruebas bioquimicas) y a través de PCR para su
identificacion molecular. Una vez identificada, la cepa fue sembrada en cajas Petri con agar
YPG y en caldo YPD, ambos esterilizados previamente en autoclave, e incubada a 37°C

durante 24 h. Después del tiempo de incubacion la cepa se conservo en refrigeracion a 4°C.

7.3.2 Preparacion de medios de cultivo

Todos los medios de cultivo, solidos y liquidos, utilizados para los ensayos subsecuentes,
se esterilizaron previamente en autoclave. La adicion de antibiodtico a los medios de cultivo,

se realizod cuando el medio se enfri6 y en los medios con agar, antes de su solidificacion.

7.3.3 Obtencion del in6culo

Para la obtencion de un cultivo axénico de la levadura, de las muestras de la cepa
conservada se tomo una colonia y se sembro, mediante estria y agotamiento, en agar YPD
con antibiotico (0.01 g/mL de sulfato de estreptomicina), en 5 tubos de ensaye inclinados. Se
incubaron a 37°C durante 24 h para su crecimiento. La siembra en diferentes tubos fue con
la finalidad de asegurar su inocuidad por mas tiempo, al evitar la contaminacion por la
manipulacion continua del medio.

Se verifico la obtencion del cultivo axénico, de todos los tubos, mediante una tincion de
Gram. Se hicieron resiembras de la levadura periddicamente (cada 3 semanas

aproximadamente) en agar YPD y BHI, para mantener su viabilidad y propiedades.
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7.3.4 Obtencion de la curva de crecimiento de K. marxianus

Con la finalidad de tener un patrén de crecimiento de la levadura, ademds de obtener el
numero de levaduras que se utilizaron para la inoculacion de los diferentes experimentos, se
realiz6 una curva de crecimiento. Para ello, se prepararon 100 mL de caldo YPD y se inocul6
una muestra de la levadura, tomada del cultivo axénico obtenido previamente. Se ajusto la
absorbancia, utilizando un espectrofotometro UV/Vis JENGAY 6405, mediante la adicion
paulatina de colonias al medio, hasta alcanzar una absorbancia alrededor de 0.1 a 560 nm.
Posteriormente, el medio se incubd a 37°C y se tom6 1 mL de muestra a las 0, 6, 24, 30, 48,

96 y 120 h para medir la absorbancia.

Asi mismo, se realizaron diluciones seriadas (1x107 y 1x10) de las muestras obtenidas
en cada tiempo de incubacion. Se seleccioné la dilucién 1x107 de cada muestra para su
siembra (20 pL) en cajas Petri con agar YPD, las cuales se incubaron a 37°C durante 24 h,

para posteriormente realizar el conteo de colonias, las cuales se reportaron como UFC/mL.

7.3.5 Evaluacion de formacion de biopelicula por K. marxianus

Con el fin de verificar si la levadura es capaz de formar biopelicula, caracteristica
importante de microorganismos con gran capacidad de colonizacion, se evalio
cualitativamente su formacion mediante la siembra de una colonia de K. marxianus en agar
BHI y rojo congo, mediante el método de estria y agotamiento, se incubd a 37°C durante 24
h y se observd macroscopicamente la presencia de biopelicula. Se realiz6 el experimento por

duplicado.

7.3.6 Evaluacion in vitro de la reduccion de colesterol por K. marxianus

Para evaluar si la levadura es capaz de reducir las concentraciones de colesterol en medios
de cultivo controlados en nutrientes que incluyeron esta molécula, se llevaron a cabo los

siguientes experimentos:
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7.3.6.1 Prueba de solubilizacién de colesterol utilizando etanol y caldo YPD

Con el proposito de tener colesterol soluble en medio YPD para una mejor disponibilidad
de la molécula de colesterol para las levaduras, ademas de conocer la concentracién de etanol
en la cual se mantienen viables las mismas, se realizo la siguiente solucion: en diferentes
tubos de ensaye (10 mL volumen final) se solubilizaron 0.01 g de colesterol (Hycel de
Meéxico) con etanol al 99.6 % (Quimica Meyer) a diferentes concentraciones (10, 20, 40 y
60 %) y se ajustd el volumen con medio YPD. Se observd macroscopicamente la

hidrosolubilidad del colesterol.

7.3.6.2 Valoracion del crecimiento de K. marxianus en medio YPD (extracto de
levadura, peptona y dextrosa) con colesterol solubilizado en diferentes
concentraciones de etanol

Para conocer si existe crecimiento de la levadura en presencia de colesterol (0.01 g)
solubilizado a diferentes concentraciones de etanol (10, 20, 40, 60 %), a cada tubo de la
prueba anterior, se inoculo la levadura (100 uL de una solucion stock de K. marxianus en
medio YPD, la cual tuvo una absorbancia de 0.086 a una longitud de onda de 560 nm) y se
incubd durante 24 h a 37° C. Posterior a la incubacion, se tomaron, de cada tubo, 10 pL del
medio y se sembraron en agar YPD para observar el crecimiento de la levadura mediante

observacion macroscopica y microscopica.

7.3.6.3 Determinacion del crecimiento de K. marxianus en medios modificados con
diferentes nutrientes

Para saber si K. marxianus puede crecer en medios modificados en nutrientes incluyendo
medio con colesterol, se realizd este experimento como se describe a continuacién. Se
prepararon 3 mL de los siguientes medios de cultivo liquidos: Y (extracto de levadura), YP
(extracto de levadura y peptona), YPE (extracto de levadura, peptona y etanol), YPD
(extracto de levadura, peptona y dextrosa) y YPC (extracto de levadura, peptona y 200 mg/dL
de colesterol disuelto en 10% de etanol), todos los medios fueron previamente esterilizados
y se les adicion6 sulfato de estreptomicina (0.01 g/mL de sulfato de estreptomicina) para

evitar contaminacion por bacterias durante su manipulacion.
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Posteriormente, a cada medio se le inocul6 la levadura (100 pL de una solucion stock de
K. marxianus en medio YPD, la cual tuvo una absorbancia de 0.092 a una longitud de onda
de 560 nm) y se incubaron a 37°C durante 5 dias. Durante el tiempo de incubacion, se extrajo
una muestra de 250 pL de cada cultivo a tiempo 0, 24, 48, 96, y 120 h y se guardaron en
refrigeracion a 4°C.

De cada muestra tomada a los diferentes tiempos de incubacion se realizaron diluciones
(107, 102 y 10°). Se tomaron 10 pL de la dilucion 10~ de cada medio para siembra en placa
en agar YPD y se incubaron a 37°C durante 24 h. Posterior a la incubacion se hizo conteo de

colonias (UFC) y se realizd una curva de crecimiento.

7.3.6.4 Determinacion de la concentracion de colesterol en medios de cultivo en
ausencia y presencia de K. marxianus

Con la finalidad de conocer si la levadura puede reducir el colesterol en medios
modificados en nutrientes a una concentracion de colesterol de 150 mg/dL disuelto en 10%
de etanol, se prepararon, por duplicado, 3 mL de los medios de cultivo que se describen en
la tabla 1: YC (extracto de levadura y colesterol), YPC (extracto de levadura, peptona y
colesterol), y YPDC (extracto de levadura, peptona, dextrosa y colesterol), y sus respectivos
controles Y (extracto de levadura), YP (extracto de levadura y peptona) y YPD (extracto de

levadura, peptona y dextrosa). Las imagenes de estos medios se muestran en el anexo 1.

Todos los medios e instrumentos utilizados fueron previamente esterilizados para evitar
contaminacion y a los medios se les adiciond sulfato de estreptomicina (0.01 g/mL de sulfato
de estreptomicina), para evitar contaminacion por bacterias durante su manipulacion.

Posteriormente, a los medios seleccionados se les inoculd K. marxianus (6X107 células de
levadura). Todos los medios se sometieron a agitacion constante con incubacion a 37° C por
10 dias. Durante el tiempo de incubacion, se extrajo una muestra de 250 pL de cada medio

de cultivo a tiempo 0, 72, 144 y 240 h y se guardaron en refrigeracion a 4°C.

Al final del tiempo de incubacion de cada muestra, se determind la concentracion de

colesterol mediante un kit comercial (spinreact), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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concentraciones de colesterol con y sin K. marxianus

Medios problema con
colesterol (150 mg/dL)
y adicién de

K. marxianus

Medios control sin
colesterol con adicion

de K. marxianus

Medios control con
colesterol (150 mg/dL)
sin adicion de

K. marxianus

YCyK.m YyKm YC
YPC y K.m YPyK.m YPC
YPDC y K.m YPD y K.m YPDC

Tabla 1. Medios de cultivo problema y control utilizados para la determinacion de las

La determinacion de la reduccion de la concentracion de colesterol en cada medio de cultivo
se realiz6 de la siguiente forma:
Reduccion de colesterol (mg/dL)

= [concentracion de colesterol (mg/dL)]on - [concentracion de colesterol (mg/dL)]240n

7.3.6.5 Determinacion de la concentracion de colesterol en sueros humanos en
presencia y ausencia de K. marxianus

Con la finalidad de saber si K. marxianus es capaz de reducir el colesterol en sueros
humanos, se utilizaron 10 muestras de sueros, a los cuales se les determino la concentracion
de colesterol antes de la inoculacion con K. marxianus. Posteriormente se extrajo una muestra
del suero y se les adicioné K. marxianus (6X107 células de levadura), se incubaron, con sus
respectivos controles (suero sin inoculacion de la levadura), a 37°C durante 6 dias. Al término
de este periodo de incubacion, se determind nuevamente la concentracion de colesterol de
los sueros con y sin K. marxianus. Para este ensayo se utilizé un kit comercial (Spinreact) y

se siguieron las instrucciones del fabricante.

La determinacion de la reduccidn de la concentracion de colesterol en cada muestra de suero

se realizo de la siguiente forma:

Reduccioén de colesterol en suero (mg/dL)

= [concentracion de colesterol (mg/dL)]on - [concentracion de colesterol (mg/dL)]144n
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7.3.7 Evaluacion in vivo del efecto de K. marxianus en la disminucion de colesterol

libre

Con el fin de comprobar si la levadura es capaz de disminuir las concentraciones de
colesterol total en sangre, se llevaron a cabo distintos ensayos en ratones CD1 con
hipercolesterolemia inducida, a los cuales se les inocul6 la levadura. Los diferentes ensayos

se describen a continuacion:

7.3.7.1 Tratamiento de los animales

Para los experimentos se emplearon 17 ratones cepa CD-1, de los cuales 5 fueron machos
de 10 semanas de edad y 12 fueron hembras recién destetadas de 3 semanas de edad. Todos
fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, entregados con expedicion de certificado de salud. Se
mantuvieron en todo momento en un ambiente controlado (ciclos de luz-oscuridad de 12 h

cada uno) y cambio de cama de aserrin cada tercer dia.

Los ratones machos fueron empleados para ensayos de colonizacion de la levadura, los
cuales fueron alimentados con dieta del bioterio (alimento balanceado comercial para roedor
Harlam 2018S y agua ad libitum).

Los ratones hembras tuvieron un peso de entre 16 y 18 g, y fueron empleadas para los
estudios in vivo con la levadura K. marxianus. Para esto, fueron distribuidas al azar en 3 lotes
de 4 ratones hembra cada uno. El lote 1, denominado como ratones tratados con dieta alta en
colesterol y sin inoculacién de la levadura K. marxianus (RC) y el lote 2, el cual se denominé
como ratones tratados con dieta alta en colesterol y con inoculacion de la levadura K.
marxianus (RCK) se mantuvieron, durante todo el estudio, con dieta a una concentracion de
colesterol de 0.1 % y una solucidn de sacarosa al 10% y el lote 3, el cual se denominé como
ratones tratados con dieta normal y sin inoculacién de K. marxianus (RN) se mantuvieron,
durante todo el ensayo, con dieta normal controlada del bioterio (alimento balanceado

comercial para roedor Harlam 2018S y agua).
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Los animales en todo momento fueron tratados siguiendo las normas éticas que determina
el Comité de Bioética del ICSa. Al término de los ensayos, los ratones fueron sacrificados

mediante dislocacién cervical.

7.3.7.2 Evaluacion in vitro de la colonizacion K. marxianus en intestino de ratén

Este ensayo se realizd con el objetivo de conocer si K. marxianus tiene la capacidad de
colonizar el intestino del ratén. Para ésto, se sacrificaron 2 ratones CD1 machos a los que se
les extrajo el intestino delgado y grueso. Cada seccion de intestino se abrié haciendo un corte
longitudinal y se colocaron en cajas Petri con solucion salina isotonica al 0.85% con sulfato
de estreptomicina (0.01 g/mL de sulfato de estreptomicina) y 200 pL de inéculo de K.

marxianus (6X107 células de levadura). Se sell6 la caja y se incub6 a 37°C durante 72 h.

Posterior al periodo de incubacion, se hicieron 3 lavados de las porciones de intestino
delgado y grueso con solucion salina isoténica al 0.85%, en cada lavado se incubaron las
muestras de intestinos a 37°C durante 24 h. Al final del periodo de incubacion se hizo un
raspado de cada fragmento de intestino con espatula estéril. El extracto se sembré en agar
YPD vy se incub6 a 37° C por 24 h. Se verifico la presencia de la levadura de manera

microscopica, utilizando tincion de Gram.

Como control, se incubd en caja Petri con 20 mL de solucion salina isotonica al 0.85%
con antibiotico (0.01 g/mL de sulfato de estreptomicina), la misma cantidad de inéculo de
levadura (1 mL), a 37°C durante 6 dias. Al final de este tiempo de incubacion se sembrd una
muestra del in6culo, en agar YPD, se incub6 a 37°C durante 24 h y se observo igualmente al

microscopio, mediante tincion de Gram.

7.3.7.3 Evaluacion in vivo de la colonizacion de K. marxianus en ratones CD1

A la par que el experimento anterior, se realizo este ensayo con el fin de verificar la
presencia de la K. marxianus en intestino delgado y grueso y en heces de ratones inoculados
con la levadura y asi comprobar su colonizacion. Para este experimento se usaron 3 ratones
CD1 machos, a los cuales se les administrd, por via intragastrica mediante canula curva de
acero inoxidable (ver anexo 2), una dosis diaria de 6X107 células de levadura en 200 pL de

solucidn salina estéril como vehiculo, durante 6 dias.
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Después de este periodo de inoculacion se sacrificd un ratdon, mediante dislocacion
cervical, cada tercer dia (dia 8, 10 y 12 después de la inoculacidn), para observar la presencia
de la levadura tanto en intestino como en heces. Para ésto, se sembro en agar YPD con
antibidtico (0.01 g/mL de sulfato de estreptomicina), el raspado obtenido de intestino grueso
y delgado y 1 g de heces de los ratones sacrificados, se incubaron a 37°C durante 24 hy se
observé si hubo crecimiento de colonias. Para verificar la presencia de K. marxianus, se

realizé tincion de Gram y se observo al microscopio.

Al mismo tiempo, se hizo tincion de Gram de las heces frescas de los ratones y se observo

al microscopio para verificar, de igual manera, la presencia de la levadura.

7.3.7.4 Determinacion de colesterol libre en ratones inoculados con K. marxianus

Con el objetivo de evaluar el efecto que tiene K. marxianus en los niveles de colesterol
sanguineo de ratones inoculados con la levadura, se realizd este experimento como se
describe a continuacion: se usaron 12 ratones CD1 hembras recién destetadas, distribuidas
en 3 lotes con 4 ratones cada uno, las caracteristicas de cada lote se describen en la tabla 2,

las imagenes de la distribucion de los ratones en los lotes se observan en el anexo 3.

Al lote 1, denominado como ratones tratados con dieta alta en colesterol y sin inoculacion
de la levadura K. marxianus (RC) y lote 2, denominado como ratones tratados con dieta alta
en colesterol y con inoculacion de la levadura K. marxianus (RCK), se les indujo
hipercolesterolemia mediante una dieta alta en colesterol y con una solucién al 10 % de
sacarosa. Al lote 3, denominado como ratones tratados con dieta normal y sin inoculacién de
K. marxianus (RN), se le administré dieta normal del bioterio y agua. En los tres lotes se

mantuvo la dieta durante todo el ensayo.

Cuando la hipercolesterolemia estuvo establecida en los ratones, después de un periodo
de 60 dias de dieta, al lote 2 (RCK) se le administro una dosis diaria de la levadura (6X10’
células en 200 uL de solucion salina isotonica esteril al 0.85% como vehiculo) durante 10
dias, por via intragastrica mediante canula curva de acero inoxidable, con la técnica mostrada

en el anexo 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de lotes control y de estudio de ratones CD1 hembras

utilizados para evaluacion del efecto de K. marxianus en los niveles de colesterol total

en suero
LOTE 1 (RC) LOTE 2 (RCK) LOTE 3 (RN)
- 4 vratones CD-1 | - 4 ratones CD-1 | - 4 ratones CD-1

hembras alimentadas | hembras alimentadas | hembras alimentados
con dieta alta en | con dieta alta en | con dieta normal de
colesterol y sol. de | colesterol y sol. de | bioterio

sacarosa al 10 % sacarosa al 10 % - Sin inoculacion de
- Sin inoculacion de | - Inoculacion de | levadura
levadura levadura (6X107

células)

Para saber el efecto de la levadura en los niveles de colesterol sanguineo, se determino la
concentracion de colesterol total en el suero de todos los ratones de los tres lotes, al inicio
del estudio, a los 60 dias de dieta controlada y a los 10 dias de tratamiento con la levadura,

mediante un kit comercial (Spinreact) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

En cada toma de muestra sanguinea (ver anexo 4), se sometieron a todos los ratones de
los 3 lotes a un ayuno de 18 h. Se extrajeron 300 uL de sangre mediante goteo por corte de
cola, se centrifugd a 1500 xg durante 5 minutos y se separo el suero, para la determinacién
de la concentracion de colesterol con el kit.

Conjuntamente, al término del ensayo, del lote inoculado con la levadura, se analizaron
las heces frescas de los ratones, asi como el intestino delgado y grueso, para comprobar la

presencia de la levadura. Se sigui6 el método descrito en el experimento anterior.

7.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresan como la media y desviacion estandar (DS). Para las
pruebas de significancia estadistica, se utilizaron prueba estadistica T de Student, prueba
ANOVA de un factor y pruebas de comparacion multiple de Tukey. Las diferencias fueron

consideradas estadisticamente significativas para p <0,05.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software Microsoft Excel versién 2013 para
Windows (Microsoft Office Excel Software, Washington, EU).
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidny conservacion de la cepa de la levadura K. marxianus

En la figura 5 se muestra el crecimiento macroscopico de la levadura K. marxianus
sembrada en agar YPD, se observaron colonias redondas, de color blanco, convexas y
brillantes, ademas se detectd el olor caracteristico a levadura y se pudo distinguir el
crecimiento de un solo tipo de colonias. Se verifico la obtencion del cultivo axénico mediante
coloracion de Gram, en donde se observo la forma ovoide caracteristica de la levadura, la
presencia de algunas levaduras en gemacion y la ausencia de contaminacion de
microorganismos (figura 6).

De los tubos con la levadura se tomaron muestras para la realizacion de los diferentes
experimentos y se realizaron pases periddicos para conservar su viabilidad y propiedades,

siguiendo el método anteriormente descrito.

Figura 5. Observacidon macroscopica del crecimiento de la levadura K. marxianus en medio YPD con
antibidtico (sulfato de estreptomicina). Se observan colonias redondas, de color blanco, convexas y
brillantes.
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Figura 6. Observacién microscépica de cultivo axénico de K. marxianus utilizando tincién de Gram. Se
observa la forma ovoide caracteristica de la especie y la presencia de levaduras en gemacion, ademas de la
ausencia de microorganismos contaminantes.

8.2 Curva de crecimiento de K. marxianus

Con la finalidad de obtener un patrén de crecimiento de la levadura se realizé una curva
de crecimiento que se muestra en el grafico 1, en la que se contrasté las UFC con la
absorbancia obtenida a diferentes tiempos de incubacion. Se puede observar en este grafico
que las UFC reflejan la viabilidad de la levadura ya que muestran las levaduras que
permanecen vivas a diferentes tiempos de incubacién mientras que con la absorbancia sélo
se obtiene la masa celular sin diferenciar entre células vivas y muertas. Asi mismo, se observo
que K. marxianus tiene un patréon de crecimiento exponencial, ya que alcanzd su fase
logaritmica alrededor de la 2da. hora, su fase estacionaria entre las 20 y 60 horas y su fase de

muerte después de las 60 horas.
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Grafico 1. Curva de crecimiento de la levadura K. marxianus. Se muestra la comparacion de la absorbancia
obtenida a 560 nm con las unidades formadoras de colonias (UFC) de las muestras tomadas del caldo YPD
inoculado con la levadura, en cada tiempo de incubacién (0, 6, 24, 30, 48, 96 y 120 h).

8.3 Evaluacidn in vitro de la reduccion de la concentracion de colesterol por la
levadura K. marxianus

Para conocer si la levadura es capaz de reducir las concentraciones de colesterol en el
medio de cultivo y comprobar su adaptabilidad y crecimiento bajo estas condiciones, se
realizaron previamente pruebas de solubilizacion del colesterol utilizando etanol como
solvente, asi como pruebas de viabilidad de la cepa, a diferentes concentraciones de etanol y
con la misma concentracion de colesterol en todos los medios. Posteriormente se realizaron
los ensayos de crecimiento de la levadura y de su capacidad de reduccién de colesterol
utilizando medios modificados en nutrientes, teniendo como nutriente base el colesterol. Se

obtuvieron los resultados que se describen a continuacion.

8.3.1 Solubilizacién de colesterol en etanol y caldo YPD

Con el proposito de tener colesterol soluble en medio YPD y que las levaduras pudieran
estar en contacto con la molécula de colesterol, se solubilizé colesterol (0.01 g) en diferentes

concentraciones de etanol (10, 20, 40 y 60 %) y posteriormente se adicion6 a caldo YPD.
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En los resultados, mostrados en la figura 7, se observd una mayor hidrosolubilidad del

colesterol en las soluciones con un 10 y 20 % de etanol.

/ — : Y )
— | -10 % etanol - 40 % etanol ———————
-0 % etanol 90 % YPD -20 % etanol b - 60 % etanol
0 XED -001gcolesterol  =80%YPD ¢ colesterol - 40% YPD
=0.01 g colesterol i - -001gcolesterol =" -0.01gcolesterol

Figura 7. Solubilizacion del colesterol en caldo YPD utilizando etanol como disolvente, a diferentes
concentraciones. En la figura se muestran los medios utilizados para evaluar la hidrosolubilidad del
colesterol, observandose un medio mas homogéneo y estable entre el 10 y 20 % de etanol, comparado con
los medios con mayor concentracién de etanol (40 y 60 %) y con el medio control (0 % de etanol).

8.3.2 Crecimiento de K. marxianus en medio YPD con colesterol solubilizado a
diferentes concentraciones de etanol

Para conocer si existe crecimiento de la levadura en presencia de colesterol (0.01 g)
solubilizado a diferentes concentraciones de etanol (10, 20, 40, 60 %), se adicion6 al medio
un inoculo de la levadura como se describe previamente en material y método. Se observo
(figura 8) que s6lo existe crecimiento de la levadura entre el 10 y 20 % de etanol. Ante esto,
se utilizo la concentracion de 10% de etanol para solubilizar el colesterol y utilizarla en los

ensayos in vitro posteriores.
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Figura 8. Crecimiento de K. marxianus en los medios de cultivo con colesterol solubilizado a diferentes
concentraciones de etanol. Se muestra el crecimiento de la levadura, en agar YPD, de las muestras obtenidas
de los medios de cultivo inoculados con la levadura, destacdndose el crecimiento de la misma s6lo en los
medios de cultivo con una concentracion de etanol del 10 y 20 %.

8.3.3 Crecimiento de K. marxianus en medios con modificacion de nutrientes

Con el fin de conocer si la levadura crece en un medio rico en colesterol, se realizdo una
curva de crecimiento de los diferentes medios modificados en nutrientes, contrastando las

UFC de cada medio con el tiempo de incubacion, como se muestra en el grafico 2.

Se pudo observar que la levadura utiliza el colesterol para su crecimiento, ya que en el
medio YPC (extracto de levadura, peptona y colesterol), se observa un crecimiento acelerado
de la levadura después de las 48 h de incubacién con un promedio de 9x10® UFC/mL, hasta
alcanzar un promedio de 141 x10°® UFC/mL a las 140 h y 180 x10°® UFC/mL a las 120 h,
aunque se observé que la levadura tuvo un periodo de adaptacion mayor comparado con el
medio YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa), que es el medio ideal para el
crecimiento de levaduras, ya que en este medio la levadura tuvo un crecimiento mas rapido,
aunque con menor cantidad de UFC, con un promedio de 18x10° UFC/mL al tiempo 0,
82x10° UFC/mL a las 24 h, 155x10°® UFC/mL a las 96 h, sin embargo, disminuyo su

crecimiento drasticamente a las 120 h con un promedio de 54x10% UFC/mL.
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Cabe destacar que, en el medio YPE (extracto de levadura, peptona y etanol) también se
observa crecimiento acelerado de la levadura después de 48 h de incubacion, aunque con un

menor nimero de UFC/ mL comparado con el medio YPC.

En los medios Y (extracto de levadura) y YP (extracto de levadura y peptona), que son los
medios con mayor restriccion de nutrientes, se observo una drastica disminucion del

crecimiento de la levadura entre las 24 y 48 h de incubacion.
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Grafico 2. Crecimiento de K. marxianus en diferentes medios modificados en nutrientes y a diferentes tiempos
de incubacion. YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa), YPC (extracto de levadura, peptona y
colesterol), YPE (extracto de levadura, peptona y etanol), YP (extracto de levadura y peptona) y Y (extracto
de levadura). Los datos son presentados con las medias y desviaciones estandar (* DE), n=2.

8.3.4 Concentracion de colesterol en medios de cultivo con y sin K. marxianus

Con el objetivo de determinar si la levadura reduce el colesterol en el medio de cultivo, se
realiz6 la medicion de esta molécula en diferentes medios modificados en nutrientes con y
sin la adicion de la levadura, como se describe en el apartado de métodos. En el grafico 3a,
3b y 3c se muestran las concentraciones de colesterol de los diferentes medios problema

analizados a diferentes tiempos de incubacidn, con sus respectivos controles.
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Se observo que, en todos los medios con colesterol a los que se les adicion6 la levadura y
después de su incubacion a 37°C durante 10 dias, hubo una reduccion significativa (p <0.05)
en la concentracion de esta molécula respecto a sus niveles iniciales, destacando el medio
YPDC (extracto de levadura, peptona, dextrosa y colesterol con K. marxianus) con una
reduccion media de la concentracion de colesterol de 69.2 mg/dL, seguido por el medio YPC
(extracto de levadura, peptona y colesterol con K. marxianus) con una reduccién media de
colesterol de 45.45 mg/dL y por ultimo, el medio YC (extracto de levadura y colesterol con

K. marxianus) con una reduccion de 14.3 mg/dL de colesterol.

De los tres medios control con colesterol y sin adicion de la levadura, en dos de ellos se
observo reduccion de colesterol respecto a sus niveles iniciales, aunque esta reduccion fue
menor que los medios a los que se les adiciono la levadura. Estos medios fueron: el medio
YPDC (extracto de levadura, peptona, dextrosa y colesterol) con una reducciéon media de
colesterol de 24.3 mg/dL y el medio YC (extracto de levadura y colesterol) con una reduccion
media de 22.25 mg/dL en sus niveles de colesterol. En los medios control sin colesterol y con

adicion de la levadura, no se observaron cambios significativos.
Con esto se comprobd que, bajo las condiciones de estudio, K. marxianus fue capaz de

reducir, significativamente, la concentracion de colesterol en todos los medios de cultivo

adicionados con la levadura.
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Grafico 3a. Concentracion de colesterol del medio YPD con colesterol y K. marxianus y sus respectivos
controles, a diferentes tiempos de incubacién: 0, 72, 144, 240 h. YPDC y K.m (extracto de levadura,
peptona, dextrosa y colesterol con K. marxianus), YPDC (extracto de levadura, peptona, dextrosa y
colesterol sin K. marxianus), YPD y K.m (extracto de levadura, peptona y dextrosa con K. marxianus).
Los datos obtenidos son presentados con las medias y desviaciones estandar (* DE), n=2.

Se realizé andlisis estadistico con prueba de ANOVA seguido de prueba de Tukey, la significancia
estadistica se estableci6 en p <0.05.
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Gréfico 3b. Concentracién de colesterol del medio YP con colesterol y K. marxianus y sus respectivos
controles, a diferentes tiempos de incubacién: 0, 72, 144, 240 h. YPC y K.m (extracto de levadura, peptona
y colesterol con K. marxianus), YPC (extracto de levadura, peptona y colesterol sin K. marxianus), YP y
K.m (extracto de levadura y peptona con K. marxianus).

Los datos obtenidos son presentados con las medias y desviaciones estandar (* DE), n=2. Se realiz0
analisis estadistico con prueba de ANOVA seguido de prueba de Tukey, la significancia estadistica se
estableci6 en p <0.05.
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Gréfico 3c. Concentracidn de colesterol del medio Y con colesterol y K. marxianus y sus respectivos
controles, a diferentes tiempos de incubacién:; 0, 72, 144, 240 h. YC y K.m (extracto de levadura y
colesterol con K. marxianus), YC (extracto de levadura y colesterol sin K. marxianus), Y y K.m (extracto
de levadura con K. marxianus).

Los datos obtenidos son presentados con las medias y desviaciones estandar (* DE), n=2. Se realiz6
analisis estadistico con prueba de ANOVA seguido de prueba de Tukey, la significancia estadistica se
establecio en p <0.05.

8.3.5 Concentracion de colesterol en sueros humanos con y sin K. marxianus

Para evaluar si K. marxianus reduce el colesterol en sueros humanos, se llevd a cabo este
ensayo con 10 sueros. Se determind la concentracion inicial de colesterol de todas las
muestras y posteriormente, se extrajeron dos alicuotas de cada uno de los sueros, las cuales
se utilizaron como sueros control (sin adicion de la levadura) y sueros con adicion de K.

marxianus (6X10’ células de levadura), ambas se incubaron a 37°C por 6 dias.

Los resultados mostraron que, después de 6 dias de incubacion a 37°C, en 9 de los 10
sueros a los que se les adiciond la levadura hubo una reduccién media de la concentracion de
colesterol de 26.28 mg/dL, lo que fue significativamente mayor (p <0,05) que en los sueros
sin inoculacion de la levadura y sometidos a las mismas condiciones, ya que en éstos sélo
hubo una reduccion media de 3.59 mg/dL en la concentracion de colesterol, lo que no fue
estadisticamente significativo (p >0,05). Con esto se comprueba que, bajo las condiciones de
estudio, K. marxianus es capaz de reducir, in vitro, la concentracion de colesterol del suero

sanguineo. Los resultados obtenidos se representan en el gréafico 4.
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Grafico 4. Concentracién de colesterol en diferentes sueros humanos antes y después de su incubacion a
37°C por 6 dias, con y sin adicion de la levadura K. marxianus. Se analizaron 10 sueros humanos diferentes
con concentraciones variables de colesterol. Se realizo analisis estadistico con prueba de T de Student, la
significancia estadistica se estableci6 en p <0.05, n=10.

8.4 Formacion de biopelicula por K. marxianus

Para saber si esta levadura forma biopelicula, se sembr¢ la levadura en agar BHI y rojo
congo conforme se describe en el apartado de material y métodos. La figura 9 muestra de
manera macroscopica, la formacion de biopelicula (halo negro alrededor del crecimiento de
la levadura), por lo que se comprueba que K. marxianus forma esta matriz polimérica
extracelular y puede ser uno de los mecanismos que tiene la levadura para adherirse a la

mucosa intestinal y de este modo colonizarla.
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Biopelicula

Figura 9. Formacion de biopelicula por K. marxianus sembrada en agar BHI y rojo congo. La flecha indica
la formacion de un halo negro (biopelicula) alrededor del crecimiento de la levadura.

8.5 Colonizacion de K. marxianus en intestinos extraidos de ratones CD1

Con el propésito de saber si K. marxianus coloniza el intestino extraido de ratones CD1,
se realizd esta prueba por duplicado, extrayendo el intestino delgado y grueso de los ratones
e inoculando la levadura. Los resultados demostraron que, después del tratamiento realizado
que incluyd: un periodo de incubacién inicial a 37°C durante 72 h con la levadura inoculada
en las secciones de intestino, y posteriormente 3 lavados periddicos de las porciones de
intestino, cada lavado con un periodo de incubacion de 24 h, la levadura permaneci6 adherida
al intestino de los ratones y siguio creciendo, al observarse su presencia en ambas fracciones

de intestino durante el tiempo que duré el ensayo (figura 10).

(A) (8]

Figura 10. K. marxianus en intestino delgado y grueso extraidos de raton CD1. Se observa la presencia
de algunas levaduras en estas porciones del intestino, después de lavados periddicos y su incubacion a
37 °C por 6 dias. Levadura en intestino delgado (A), levadura en intestino grueso (B). Se utiliz6 tincion
de Gram.
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8.6 Colonizacién de K. marxianus en ratones CD1 inoculados via oral con la
levadura

A la par que el experimento anterior, se realizd esta prueba con el objetivo de saber si K.
marxianus tiene la capacidad de colonizar el intestino de los ratones vivos. Se realizd este
ensayo mediante la inoculacion via oral de K. marxianus por 6 dias, como se detalla en el
apartado de métodos. Los resultados se muestran en las figuras 11, 12, 13 y 14, en donde se
comprueba la presencia K. marxianus en el intestino y heces de los ratones sacrificados en
diferentes dias (a los 2, 4 y 6 dias posteriores a la inoculacion). Con esto se demuestra la
capacidad que tiene esta levadura de colonizar el intestino. Cabe destacar que, la presencia

de la levadura fue disminuyendo del primer al Gltimo ratén sacrificado.

(A) (B) ()

Figura 11. K. marxianus en intestino delgado de ratones CD1 inoculados con la levadura durante 6 dias.
Se observa la levadura presente en el raspado de intestino delgado de los ratones (sembrado en agar YPD
e incubado a 37°C por 24 h), después de ser inoculados con la levadura por 6 dias: intestino de raton
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(A)

(8) (©

Figura 12. K. marxianus en intestino grueso de ratones CD1 inoculados con la levadura durante 6 dias.
Se observa la levadura presente en el raspado de intestino grueso de los ratones (sembrado en agar YPD
e incubado a 37°C por 24 h), después de ser inoculados con la levadura por 6 dias: intestino de raton
sacrificado al dia 8 (A), intestino de raton sacrificado al dia 10 (B), intestino de raton sacrificado al dia
12 (C). Se utiliz6 tincion de Gram.

(A) (B) (€)

Figura 13. K. marxianus en heces de ratones CD1 inoculados con la levadura durante 6 dias y sembradas
en agar YPD. Se observa la levadura en las heces sembradas e incubadas a 37°C por 24 h: heces de raton

sacrificado al dia 8 (A), heces de raton sacrificado al dia 10 (B), heces de raton sacrificado al dia 12 (C).
Se utiliz6 tincion de Gram.

A) (B) (C)

Figura 14. K. marxianus en heces frescas de ratones CD1 inoculados con la levadura durante 6 dias. Se
observa la levadura en: heces frescas de raton sacrificado al dia 8 (A), heces frescas de raton sacrificado
al dia 10 (B), heces frescas de raton sacrificado al dia 12 (C). Se utiliz6 tincion de Gram.
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8.7 Reduccion del colesterol total en suero de ratones CD1 inoculados con la
levadura K. marxianus

Con la finalidad de conocer si K. marxianus es capaz de disminuir los niveles de colesterol
sérico en ratones CD1 hembras alimentados con una dieta alta en colesterol, los animales de
estudio se dividieron en 3 lotes (n =4). Los ratones del lote 1, el cual se denomind como
ratones tratados con dieta alta en colesterol y sin inoculacion de la levadura K. marxianus
(RC) y los del lote 2, el cual se denomind como ratones tratados con dieta alta en colesterol
y con inoculacion de la levadura K. marxianus (RCK), se alimentaron con dieta alta en
colesterol y sacarosa y el lote 3, el cual se denomin6 como ratones tratados con dieta normal
y sin inoculacion de K. marxianus (RN), se alimentaron con dieta del bioterio, como se

describid previamente en el apartado de material y métodos.

Para verificar, en principio, que el consumo de la dieta alta en colesterol aumento la
concentracion de este lipido en la sangre de los roedores, se determind en los ratones de los
distintos lotes, la concentracion de colesterol sérico antes de la administracion de la dieta y
después de 60 dias de la misma, mostrando los ratones de los lotes 1 (RC) y 2 (RCK), un
aumento de los niveles de colesterol en suero de 72.1 mg/dL y 90.4 mg/dL, respectivamente,
en comparacién con sus niveles iniciales, aumento significativamente superior (p <0.05) en
comparacion con el lote tratado con dieta normal (RN), cuya concentracion de colesterol
aumento solo 29.8 mg/dL respecto a sus niveles iniciales. Esto indico que el modelo de raton

con hipercolesterolemia experimental inducida por la dieta habia sido establecido.

Posteriormente, para conocer el efecto de K. marxianus en los niveles de colesterol
sanguineo, se administro la levadura (6X107 células) en forma oral por 10 dias a los ratones
del lote 2 (RCK) y se determin6 nuevamente la concentracion de colesterol en el suero de los
ratones de los 3 lotes (RC, RCK y RN), observando en el analisis al interior de cada lote, una

disminucion significativa de colesterol (p <0.05) en los ratones de los grupos RC y RCK.
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No obstante, en los ratones del lote RCK, a los cuales se les administré dosis diaria de la
levadura por 10 dias, se observé una disminucion promedio de colesterol de 53.78 mg/dL, la
cual fue significativamente mayor (p <0.05) que en el grupo RC tratado sélo con dieta alta
en colesterol, cuya disminucién fue de 42.07 mg/dL. El grupo RN, alimentado con dieta
normal, tuvo una reduccion media de colesterol de 35.9 mg/dL, lo cual no fue

estadisticamente significativo (p >0.05).

Estos resultados demostraron que, bajo las condiciones de estudio, la levadura K.
marxianus fue capaz de disminuir el colesterol total de los ratones CD1 hembras con
hipercolesterolemia inducida por dieta. Las concentraciones de colesterol total en suero de
las diferentes muestras extraidas de los ratones se muestran en la tabla 3 y se representan en

el gréfico 5.

Tabla 3. Concentracion media de colesterol de ratones CD1 hembras durante las

diferentes fases de experimentacion

Concentraciéon media de colesterol
(mg/dL)
Lotes de lera. extraccion™ 2da. Extraccion** 3era. Extraccion***
ratones
Lote 1 (RC) 100.4%9.8 172.5%31.2 130.5%12.2
Lote 2 (RCK) 100.4+9.8 190.8%16.5 137.16.4
Lote 3 (RN) 100.4+9.8 130.2+30.8 94.3+18.7

Los datos obtenidos son presentados con las medias y desviaciones estandar (* DE), n=4

* Concentracion inicial de colesterol en suero de ratones.

** Concentracion de colesterol sérico después de 60 dias de dieta

*** Concentracion de colesterol sérico después de 10 dias de inoculacion diaria de K. marxianus
(lote de ratones RCK) y mantenimiento de dieta (los 3 lotes de ratones: RC, RCK y RN).
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Gréfico 5. Concentracion media de colesterol en suero de los ratones de los 3 lotes, durante las diferentes
fases del estudio. lera. Extraccion (concentracion media de colesterol de los ratones de los 3 lotes al
inicio del estudio), 2da. extraccion (concentracion media de colesterol de los ratones de cada lote después
de 60 dias de dieta) y 3ra. extraccion (concentracion media de colesterol de los ratones de cada lote
después de 10 dias de inoculacion con K. marxianus- sélo lote 2 (RCK)- y mantenimiento de dieta — lote
1 (RC), lote 2 (RCK) y lote 3 (RN)-).

- RC (ratones con dieta alta en colesterol y sin inoculacién de K. marxianus)

- RCK (ratones con dieta alta en colesterol e inoculacion de K. marxianus)

- RN (ratones con dieta normal sin inoculacion de K. marxianus)
Se realizo analisis estadistico con prueba de ANOVA seguido de prueba de Tukey, la significancia
estadistica se establecié en p <0.05, n= 4.

Adicionalmente, para corroborar la presencia de la levadura en los ratones
hipercolesterolemicos, después del periodo de inoculacidon con K. marxianus, se analizaron
microscépicamente el intestino delgado y grueso, asi como las heces frescas de los ratones
del lote inoculado con la levadura (RCK). Se pudo observar la presencia de K. marxianus
tanto en heces como en intestinos después de 10 dias de haberlos inoculado con la levadura
(figura 15), por lo que se pudo comprobar que el efecto en la reduccidn del colesterol del lote

inoculado se debe a la presencia de la levadura en el tracto digestivo de los roedores.
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(A) (B) Q)

Figura 15. K. marxianus presente en intestino delgado, intestino grueso y heces frescas de ratones CD1
hipercolesterolémicos, después de su inoculacion con la levadura. Se observa la levadura en: heces frescas
(A), asi como el raspado de intestino delgado (B) e intestino grueso (C) sembrado en agar YPD e incubado
a 37° C durante 24 h. Se utilizo tinciéon de Gram.
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9. DISCUSION

El presente estudio fue dirigido a investigar el papel que tiene la levadura K. marxianus,
aislada del pulque, en la disminucion de colesterol en ensayos in vitro utilizando medios de
cultivo ricos en colesterol y sueros humanos, asi como ensayos in vivo utilizando ratones
CD-1 hembras a los que se les indujo hipercolesterolemia mediante una dieta rica en

carbohidratos y colesterol.

En los estudios in vitro, uno de los objetivos fue obtener un medio de cultivo rico en
colesterol soluble en el medio, para lo cual se utilizd etanol como solvente. Se realizaron
previamente pruebas de viabilidad de la levadura a diferentes concentraciones de etanol,
demostrando que la levadura es capaz de sobrevivir y crecer a concentraciones de etanol entre
10 y 20%, mientras que a concentraciones por arriba del 20% se inhibe su crecimiento, a
pesar de tener otros nutrimentos en el medio. Estos resultados coinciden con lo expuesto por
Cervantes-Contreras et al 'Y, quienes evaluaron, entre otros pardmetros, el porcentaje de
etanol y la poblacion microbiana de una muestra de pulque del estado de Tlaxcala, México,
obteniendo como resultado un porcentaje de etanol, tras 48 horas de fermentacion a
temperatura ambiente, de 10.35 %. Ante esto, se selecciono la concentracion de etanol a la

que la cepa demostrd mayor tolerancia, para solubilizar el colesterol.

Ademas, cabe destacar que, en estas pruebas preliminares se observd que la levadura
también utiliza el etanol como sustrato, por lo que se utilizé, para los ensayos in vitro, un
medio de cultivo control con etanol para observar el comportamiento de la levadura y poder

atribuir los resultados obtenidos al colesterol presente en el medio.

Respecto a los resultados obtenidos in vitro en la reduccion de la concentracion de
colesterol por K. marxianus, se obtuvieron resultados relevantes al observar una disminucion
significativa (p <0.05) en las concentraciones de esta molécula en todos los medios
inoculados con la levadura, después de su incubacion a 37°C por 10 dias, asi mismo se
observo esta disminucion significativa (p <0.05) en la concentraciéon de colesterol en los
sueros humanos inoculados con K. marxianus y sometidos a las mismas condiciones de

incubacion, por 6 dias.
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Al respecto, cabe destacar que, al momento, no existen reportes de la actividad in vitro
de esta especie de levadura, sin embargo, de acuerdo a un estudio realizado por Psomas, et
al ", con la cepa Saccharomyces cerevisiae KK1, conocida como una de las principales
levaduras con propiedades probioticas, en las que destaca su capacidad para reducir los
niveles de colesterol, se encontrd que su mecanismo mediante el cual reduce los niveles de
esta molécula, en condiciones in vitro, es mediante la incorporacion de la misma a su
membrana celular, confiriéndole mayor resistencia a la membrana y por lo tanto mayor
resistencia a la lisis celular ante condiciones adversas del ambiente. Este pudiera ser el
mecanismo de reduccion de colesterol in vitro de K. marxianus, ya que Saccharomyces

cerevisiae es una especie cercana, desde el punto de vista genético, al género Kluyveromyces.

En los ensayos in vivo, es importante mencionar que, previo a la realizacion del estudio
para observar la capacidad que tiene la cepa de K. marxianus de reducir el colesterol total, se
realizaron experimentos de colonizacion de la levadura tanto en ensayos in vitro, extrayendo
los intestinos delgado y grueso de ratones CD1, como in vivo, inoculando la levadura en
ratones CD1, con la finalidad de comprobar su capacidad de colonizacion del intestino. Al
respecto, los resultados obtenidos mostraron una alta supervivencia de la cepa estudiada en
las porciones de intestino analizadas. Esto se puede deber, en gran medida, a la capacidad
observada de K. marxianus de formar biopelicula, que se confirma con lo descrito por Mossel

et al *

, quienes resaltan la capacidad que tienen las levaduras del género Kluyveromyces,
entre otros géneros de levaduras, de formar biofilms. Ademas, lo obtenido en este ensayo
coincide con lo observado por Diosma, et al ?”, quienes encontraron que dentro de las 31
cepas que aislaron del kefir, las cepas K. marxianus CIDCA 8154 y Saccharomyces cerevisiae
CIDCA 8112 mostraron mayor capacidad de adherirse a las células epiteliales intestinales en
ensayos in vitro y también observaron una mayor capacidad de estas cepas de sobrevivir al

paso a través del tracto gastrointestinal de ratones BALB/c.
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En el estudio realizado en los ratones CD-1 hembras se pudo observar una reduccion
significativamente mayor (p <0.05) del colesterol sérico en los ratones sometidos a una dieta
alta en colesterol e inoculados con la levadura por 10 dias, en comparacion con los ratones
que s6lo mantuvieron una dieta rica en colesterol, lo que demuestra el potencial probidtico
de K. marxianus. No obstante, los mecanismos de acciéon que tienen los microorganismos
probidticos para reducir la concentracion de colesterol en animales y humanos, en la
actualidad no han sido bien establecidos, sin embargo, se han propuesto varias hipotesis para
explicar algunos resultados obtenidos, de las cuales, gran parte se han establecido en bacterias

probioticas.

Una de las hipotesis sugiere que ciertas cepas probioticas tienen la capacidad de asimilar
el colesterol de un medio de cultivo en condiciones anaerobias ©%, mientras que, en
condiciones in vivo, se sabe que las bacterias intestinales metabolizan el colesterol exdgeno,

por lo que reduce la cantidad de colesterol disponible para la absorcion .

Otro mecanismo propuesto seiala que parte del colesterol puede ligarse a la superficie
bacteriana celular o incorporarse en las membranas celulares bacterianas ?. Algunas especies
de Lactobacilos como L. acidophilus poseen receptores sensibles a la proteasa en su
superficie celular con el que se unen fuertemente al colesterol y lo incorporan a sus
membranas celulares o incluso, es convertido en coprostanol por la colesterol reductasa que
es producida por algunas cepas de lactobacilos. Bacterias tales como Sterolibacterium
denitrificans producen colesterol deshidrogenasa/isomerasa que cataliza la conversion de

colesterol a coprostanol que se excreta en las heces ©¢7.

Otra hipotesis se basa en la capacidad que tienen algunos microorganismos probioticos
de fermentar carbohidratos no digeribles para producir acidos grasos de cadena corta en el
intestino, lo que puede influir en la sintesis de colesterol hepatica y/o en la redistribucion de
colesterol del plasma para el higado @7, posiblemente por la competicion o inhibicion de la

formacién de micelas @,
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Sin embargo, el mecanismo que mas se ha propuesto en diversos estudios apunta a la
capacidad de ciertas cepas probidticas para desconjugar las sales biliares que se atribuye a la
actividad de una enzima producida por estos microorganismos, la hidrolasa de sales biliares
(BSH), que hidroliza los enlaces amida entre los acidos biliares y sus conjugados ¢,

Los hepatocitos del higado producen sales biliares a partir del colesterol, esto aumenta el
transporte de este lipido a través del epitelio intestinal, produciendo sales biliares conjugadas
con glicina, para formar acido glicocélico o con taurina, para formar acido taurocélico. Dado
que las sales biliares conjugadas son muy solubles, la mayoria de ellas entran en la
circulacion enterohepatica después de la absorcion, lo que contribuye a un aumento de

colesterol en la sangre 7.

Por lo tanto, los probidticos que sintetizan BSH pueden hidrolizar sales biliares
conjugadas, en el area donde colonizan, para liberar los dcidos biliares primarios libres que
son menos solubles y, por consiguiente, se reabsorben con menor eficiencia en la luz
intestinal, lo que evitaria la reabsorcion del colesterol de las sales biliares, excretandose en
las heces ®%). Ademas se propone que el eventual aumento de las pérdidas fecales de sales
biliares conduciria a un aumento compensatorio de su sintesis hepatica a partir del colesterol
(37.3995) Todo esto se reflejaria en una reduccion de los niveles de colesterol en la sangre.
Ante esto, se ha sugerido que la actividad BSH deberia ser un requisito en la seleccion de

organismos probidticos con propiedades reductoras del colesterol ©°).

K. marxianus pudiera tener este mecanismo para reducir el colesterol in vivo, ya que en
estudios realizados en la cepa de K. marxianus M3 aislada de hongos tibetanos se clon6 el
gen de la enzima BSH (GenBank adhesion: JQ247427.1) y posteriormente, se estudiaron los
efectos de esta misma cepa en el colesterol total, TG, HDL y LDL, en suero e higado de ratas
Wistar hembras con hiperlipidemia inducida por dieta, obteniendo como resultado una
reducciodn significativa (p <0,01) del colesterol total, TG, LDL y del indice aterogénico en
suero e higado, en las ratas inoculadas con la cepa de K. marxianus M3 por via oral, ademas,
se observo un incremento significativo (p <0,01) de los niveles de HDL y el indice contra
aterogénico en comparacion con el grupo control 11V, Esta hipétesis se puede reforzar con la

capacidad natural para excretar enzimas que se ha encontrado en esta especie de levadura 9.
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No obstante, es conveniente mencionar que K. marxianus se ha aislado de una gran
variedad de habitats y por lo tanto su diversidad metabdlica es amplia “®. Ante esto, se
plantea la realizacion de estudios especificos en la cepa estudiada que puedan confirmar los
mecanismos propuestos por otros investigadores que han estudiado otras cepas de la

levadura.

Adicionalmente, se destaca la importancia de realizar estudios més profundos de heces
fecales de los animales de experimentacion con la finalidad de encontrar la posible via por la
que esta cepa de K. marxianus disminuye el colesterol, como lo realizado por Guo y Li %),
quienes evaluaron la presencia de esteroles neutros fecales (colesterol, coprostanol y
coprostanona) y de acidos biliares fecales, en ratas hipercolesterolémicas a las que se les

administrd Lactobacillus casei FO822.

Asi mismo, es relevante mencionar que, si bien se ha estudiado ampliamente el potencial
hipocolesterolémico de los probidticos, todavia no se han establecido dosis adecuadas de
administracion de estos microorganismos. En la actualidad hay muy pocos estudios sobre
dosis-respuesta de los probidticos para determinar la dosis minima efectiva de probidticos
necesarios para reducir los niveles de colesterol en sangre. En algunos estudios realizados se
ha observado que las dosis efectivas de probioticos varian mucho y depende de las cepas
usadas, ademas de las condiciones clinicas de cada animal o individuo de estudio, como lo
son sus perfiles lipidicos. Por lo tanto, la dosis clinicamente eficaz de los probioticos para los

seres humanos se debe establecer en base a estudios de la cepa especifica (1%,

Finalmente, aunque se requieren estudios mdas profundos con la cepa estudiada, es
fundamental considerar el potencial probidtico de las levaduras en la disminucion del
colesterol plasmatico y, en un futuro cercano, considerarlas como una alternativa para
pacientes con reacciones alérgicas a los compuestos de medicamentos hipolipemiantes,
aunado a que se evitan los efectos adversos que estos pudieran tener, ademas de los beneficios
al reducir la incidencia de enfermedad cardiovascular y, en especifico, la enfermedad
cardiaca coronaria que en la actualidad representa una de las principales causas de muerte a

nivel mundial.

68



10. CONCLUSIONES

° La hidrosolubilidad del colesterol, asi como el crecimiento de la levadura, es

mayor a concentraciones de 10 y 20 % de etanol.

° En los ensayos in vitro, se observo que la levadura si utiliza el colesterol, aunque
tiene un periodo de adaptacion mayor que en el medio YPD, el cual es el medio
de cultivo seleccionado para el crecimiento de levaduras. La reduccion de las
concentraciones de colesterol en medios ricos con esta molécula, al inocularles la
levadura K. marxianus, habla de la capacidad de esta cepa para disminuir el

colesterol.

o La levadura permanece por mas de 6 dias en el intestino de los ratones inoculados,
lo que demuestra la gran capacidad de colonizacion de la levadura y, por ende,

sus posibles efectos positivos a largo plazo.

. K.marxianus redujo, significativamente (p <0.05), los niveles de colesterol en
medios de cultivo adicionados con esta molécula y en sueros humanos, en

comparacién con sus respectivos controles.

° Se obtuvo un modelo de raton con hipercolesterolemia inducida por dieta, al
observarse, después de 60 dias con alimentacion alta en colesterol, un aumento
significativo (p <0.05) en los niveles séricos de colesterol en los 2 grupos tratados,
con un aumento de las concentraciones de esta molécula de 72.1 y 90.4 mg/dL
respecto a sus niveles iniciales, en comparacion con el grupo tratado con dieta
normal, cuyo aumento fue de 29.8 mg/dL de colesterol sérico, respecto a sus

niveles iniciales.

o Los ratones hembra con hipercolesterolemia inducida por dieta e inoculados con
la levadura K. marxianus por 10 dias tuvieron una reduccion media de colesterol
sérico de 53.78 mg/dL, nivel de reduccion significativamente mayor (p <0.05)
que los grupos de ratones hembra tratados con dieta alta en colesterol y con dieta

normal, que no fueron inoculados con la levadura.
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11. RECOMENDACIONES

e Con el proposito de mantener las propiedades de la cepa de la levadura, se considera

importante hacer pases periddicos de la misma.

¢ Es importante mencionar que, aunque se observo la formacion de biopelicula por la
levadura K. marxianus en el medio de cultivo, este ensayo fue de manera cualitativa,
por lo que se considera importante realizar ensayos de manera cuantitativa y a
diferentes rangos de pH, propios del ambiente gastrointestinal, con la finalidad de
conocer que capacidad tiene la cepa analizada de formar biofilm y como interviene
el pH en la adhesion y por lo tanto en la colonizacion de la levadura en el intestino,

aspecto importante para considerarla como un buen microorganismo probidtico.

e Se recomienda realizar estudios de sonicacion, con el objetivo de verificar si la
levadura incorpora el colesterol a su membrana, alterando su estructura y dandole
mayor resistencia a condiciones de estrés tal como la lisis celular generada por este

método.

e Se plantea la realizacién de estudios de la actividad de la enzima BSH de la cepa
estudiada, asi como de esteroles fecales en animales de experimentacion inoculados
con la levadura, con el fin de explicar el mecanismo de accion por el cual la cepa

disminuye el colesterol.

e Para los ensayos in vivo con animales de experimentacion, se sugiere evaluar, en
estudios posteriores, el uso de dosis variables de K. marxianus durante periodos de
tiempo mas largos, para conocer la dosis efectiva y segura de la esta cepa en

especifico, asi como su potencial probiotico a largo plazo.
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13. ANEXOS

Anexo 1: Medios de cultivo problemay control utilizados en ensayos in vitro

MEDIOS PROBLEMA:

Medios de cultivo con colesterol e indculo de la levadura K. marxianus

MEDIOS CONTROL.:
Medios de cultivo con colesterol y sin in6culo de la levadura K. marxianus (figura de
la izquierda) y medios de cultivo sin colesterol y con inéculo de la levadura K.

marxianus (figura de la derecha)

VD‘\ IPDC;

YPC, YP(,
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Anexo 2: Técnica de inoculacion de la levadura K. marxianus a ratones CD1 por via

intragastrica usando canula curva de acero inoxidable.

Anexo 3: Lotes de ratones CD1 hembras utilizados para ensayos de efecto de la levadura

K. marxianus en los niveles de colesterol sérico.
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Anexo 4: Imégenes de la técnica de extraccion de sangre empleada en ratones CD1.
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