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Resumen

Investigaciones sugieren que la disbiosis intestinal esta asociada con
enfermedades como la diabetes. La leche humana (LH) es rica en bacterias
comensales y probidticas que colonizan y modulan el intestino, estas bacterias
pueden residir e interactuar en el tracto gastrointestinal humano. El uso de
simbidticos en la dieta puede inducir respuestas inmunes y antiinflamatorias. En
este estudio utilizamos un modelo de diabetes experimental inducida por
estreptozotocina para evaluar el efecto de la administracion por 13 semanas de los
simbidticos de LH con Lactobacillus fermentum LHO1 y Lactobacillus plantarum
LHO5 (ambos aislados de LH). El grupo diabético sin tratamiento aumento el area
bajo la curva de las curvas de tolerancia a la glucosa oral y tolerancia a la insulina,
donde el grupo diabético tratado con el simbiético de LH mas L. fermentum redujo
este aumento. En la expresion génica, curiosamente, los genes TLR-4 MCP-1 e IL-
17 en pancreas disminuyeron en el grupo diabético sin tratamiento, posiblemente a
un agotamiento de las células T, el grupo diabético tratado con el simbiotico de LH
mas L. fermentum fue el Unico grupo que no se encontrd diferencia significativa
versus el grupo control, en contraste, el grupo diabético con tratamiento de sélo LH
tuvo una tendencia a aumentar la expresion de TLR-4 MCP-1 e IL-17. El analisis
de Acidos Grasos de Cadena Corta (acético, propiénico y butirico) realizada en las
heces de los ratones, mostr6 que el grupo diabético sin tratamiento redujo la
concentracion significativamente en todos los AGCC, mientras que el resto de los
grupos tratados con LH y los simbidticos se mantuvieron igual que los grupos
controles.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, Leche humana, simbiético,
inmunomodulacion.

Introduccion
La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una patologia crénica que se caracteriza por
la hiperglucemia y una disminucion progresiva de la accion de la insulina a nivel



celular, lo que se traduce en resistencia a la insulina y disfuncion de las células B
pancreaticas (1). Representa aproximadamente el 90% de los casos de diabetes a
nivel mundial, y su prevalencia ha ido en aumento, convirtiéndose en un problema
de salud publica alarmante (2). Segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) de 2018, en México hay mas de 8.6 millones de personas
con diabetes, cifra que se estima aumentara a 9 millones para 2025 (3,4). Esta
situacion se agrava por la alta prevalencia de obesidad en el pais, que alcanzé el
36.9% en 2022, ya que la obesidad es un factor de riesgo significativo para el
desarrollo de DMT2 (5).

La fisiopatologia de la DMT2 implica una serie de alteraciones metabdlicas que
llevan a la incapacidad de las células para responder adecuadamente a la insulina,
lo que resulta en un aumento de los niveles de glucosa en sangre (2). A largo plazo,
esta condicion puede dar lugar a complicaciones graves, tanto macrovasculares
como microvasculares, incluyendo enfermedades cardiovasculares, retinopatia y
nefropatia (6). Estudios recientes han demostrado que una disbiosis en la
microbiota, caracterizada por un aumento de bacterias Gram negativas, puede
contribuir a la inflamacion y al aumento de la permeabilidad intestinal, lo que a su
vez desencadena procesos inflamatorios y estrés oxidativo (7).

La microbiota intestinal juega un papel crucial en la regulacién de la respuesta
inmunitaria y en la produccién de compuestos con propiedades antidiabéticas.
Investigaciones han identificado ciertos géneros bacterianos, como Bifidobacterium
y Akkermansia, que estan asociados con un menor riesgo de DMT2, mientras que
otros, como Ruminococcus y Fusobacterium, se relacionan con un mayor riesgo
(8). Esta relacion sugiere que la modulacion de la microbiota intestinal podria ser
una estrategia terapéutica prometedora en el manejo de la DMT2.
El tratamiento de la DMT2 se centra en prevenir complicaciones agudas y crénicas,
aliviar sintomas y mantener el control metabdlico (1). La modificacion del estilo de
vida, que incluye la pérdida de peso y el aumento de la actividad fisica, es
fundamental para mejorar la sensibilidad a la insulina y la funcién de las células [3.
Aungue existen tratamientos farmacoldgicos, estos deben ser considerados como
un complemento a las modificaciones en el estilo de vida, ya que ningun
medicamento individual puede revertir completamente los defectos fisiopatoldgicos
de la DMT2 (9,10).

Justificacion

La diabetes es una enfermedad caracterizada por una produccion deficiente o nula
de insulina o una resistencia a ella, dando como resultado una hiperglucemia, de
acuerdo con estadisticas del INEGI tan s6lo en el ailo 2022 murieron 115,025
mexicanos por diabetes mellitus, siendo la segunda causa de mortalidad sélo por
debajo de las enfermedades cardiacas.

La microbiota intestinal tiene un impacto sobre la salud del hospedero, y su disbiosis
esta relacionada con el desarrollo de diabetes, el uso de simbioticos en la dieta
puede inducir respuestas inmunitarias e inflamatorias en el intestino al influir en la
produccion de acidos grasos de cadena corta y de citocinas.

El uso de probidticos junto a la LH y sus componentes pueden modular la microbiota



intestinal. De esta manera se pretende evaluar el efecto en la modulacion
inmunometabdlica de la leche humana en polvo fortificada con probioticos (L.
fermentum LHO1 y L. plantarum LHO5) como coadyuvante para el tratamiento de la
diabetes, en un modelo murino de diabetes experimental.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar en un modelo de diabetes experimental el efecto en la modulacion
inmunometabdlica de una formulacion a base de leche humana en polvo fortificada
con probioticos.

Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de las formulaciones de leche humana en polvo con los
probidticos (L. fermentum LHO1 y L. plantarum LHO5) en las curvas de tolerancia a
la glucosa oral y tolerancia a la insulina en el modelo de ratones BALB/c con
diabetes experimental.

2. Cuantificar los niveles de expresion génica de las citocinas IL-17A, TNF-q,
TLR-4 y MCP1 en el pancreas de ratones BALB/c con diabetes experimental
tratados con leche humana en polvo con probioticos.

3. Cuantificar los AGCC (butirato, propionato y acetato) en las heces de ratones
BALB/c con diabetes experimental tratados con leche humana en polvo con
probidticos.

Material y métodos

Consideraciones éticas

Se siguieron los lineamientos establecidos en la NOM-062-Z00-1999 (11), NOM-
087-ECOL-SSA1-2002 (12), NOM-012-SSA3-2012 (13), NOM-052-SEMARNAT-
2005 (14), asi como las consideraciones de los comités de ética. Las aprobaciones
de los comités de ética se muestran a continuacion: Aprobacion por el Comité de
Etica en Investigacién del Antiguo Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio
Alcalde” con el proyecto titulado “Puesta en marcha de un banco de leche humana
en polvo, beneficio para el sector social y salud en Jalisco”, bajo el registro no.
268/17 y Aprobacién por parte del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales en el Laboratorio (CICUAL), con el proyecto titulado “Evaluacion biolégica
de leche humana en polvo fortificada con probiéticos como auxiliar en la modulacion
inmunometabdlica en un modelo de diabetes experimental’, bajo el registro
CUCEI/CINV/CICUAL-08/2023.

Modelo animal de diabetes mellitus

Para inducir la diabetes, los ratones ayunaron 16 horas antes de recibir una dosis
de STZ por via intraperitoneal (i.p.). En la semana cero, se administro 40 mg/kg de
STZ en 100 pL como dosis de sensibilizacion. En la semana dos, se aplicé una
dosis de refuerzo de 120 mg/kg disuelta en SSF (15). Los grupos experimentales
fueron: C (control sin diabetes, agua), L (control sin diabetes, LH), D (diabético,
agua), DL (diabético, LH), LP (diabético, LH + L. plantarum), y LF (diabético, LH +
L. fermentum). Los tratamientos comenzaron al alcanzar glucosa >250 mg/dl. Los
probidticos se administraron a 1x10° UFC/mL en 100 uL de leche humana. A los
grupos sin probidticos se les dio el mismo volumen de agua.



Pruebadetoleranciaalaglucosaoral (OGTT)y Pruebadetoleranciaainsulina
(ITT)

Estas pruebas se realizaron siguiendo las metodologia propuestas por Sanchez-
Sanchez y Franco-Arroyo (16,17), midiendo los tiempos, 0, 15, 30, 60 y 120
minutos, usando un glucometro On Call Plus ®

Expresion génica de citocinas TLR-4 MCP-1 e IL-17 en pancreas

El andlisis de expresion génica se llevé a cabo utilizando la metodologia propuestas
por Sanchez-Sanchez (16). Con uso del termociclador Rotor-Gene Q. La expresion
se calcul6 utilizando el método delta delta Ct con el gen constitutivo 18s.

Anadlisis de acidos grasos de cadena corta

El analisis de AGCC se realiz0 de las muestras de heces de acuerdo con el
procedimiento propuesto por Rodriguez-Mejia y Ribeiro (18,19), utilizando un
cromatografo de gases Shimadzu GC 2010 plus.

Analisis estadistico

Para datos con comportamiento normal se llevaron a cabo Test ANOVA con prueba
post hoc de Tukey. Para los datos que se comportaron de manera no normal se
realizaron Test de Kruskal-Wallis con pruebas U de Mann Whitney. Todo con un
nivel de confianza de p<0.05. Se utilizaron los paquetes estadisticos IBM SPSS
Statistics Version 22 y GraphPad Prsim version 9, para el procesamiento de datos
y la elaboracién de los gréaficos respectivamente.

Resultados

En las figuras 1, 2 y 3 se encuentran representados los resultados a las pruebas
OGTT e ITT, expresion génica en pancreas y AGCC respectivamente.

La prueba OGTT (Figura 1) nos permite observar la homeostasis de la glucemia en
un tiempo prolongado, posterior a una carga oral de glucosa. Al realizar su Area
Bajo la Curva (ABC) se observa como el grupo diabético con administracién de LH
y el grupo diabético administrado con el simbiético de L. fermentum fueron
significativamente mas bajos que los grupos diabéticos con administracién del
simbidtico de L. plantarum y el grupo diabético sin tratamiento, teniendo una
tendencia a ser mayor este ultimo. Con respecto al ABC de ITT (Figura 1) que nos
permite ver la eficiencia de la insulina para estimular la internalizaciéon de glucosa
en circulacion al interior de las células sensibles a esta hormona, se encontré de
igual manera que el grupo diabético administrado con el simbiético de L. fermentum
obtuvo una menor ABC, siendo igual que al de los grupos controles. En contraparte,
el grupo diabético sin tratamiento tiende a ser mayor que el resto de los grupos.
En la expresiéon génica de pancreas (Figura 2), no se encontré ninguna diferencia
en los niveles de expresion génica de TNFa entre los grupos experimentales. Con
respecto a la expresion de TLR-4 el grupo diabético con tratamiento de LH fue
significativamente mayor que el grupo diabético tratado con el simbidtico de L.
fermentum. El grupo diabético sin tratamiento, contrario a lo esperado, su mediana
fue menor significativamente vs el resto de los grupos experimentales. Para el gen
MCP-1 no se encontré diferencia entre el grupo control y el grupo diabético tratado
con el simbiotico de L. fermentum, pero nuevamente, el grupo diabético sin
tratamiento fue significativamente menor al resto de grupos diabéticos. Para IL-17A



el grupo diabético tratado con el simbiotico de L. plantarum fue significativamente
menor al grupo diabético con tratamiento de LH, asi mismo, el patron de encontrar
disminucién de la expresion génica por parte del grupo diabético sin tratamiento se
repitio para este gen.

Por altimo, para los resultados de la determinacion de AGCC (Figura 3), en todos
los casos el grupo diabético sin tratamiento fue significativamente menor al resto
de los grupos experimentales, en contraste, el resto de los grupos no se encontro
diferencias significativas entre ellos.
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Figura 1. Prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT), tolerancia a la insulina
(ITT) y area bajo la curva de OGTT e ITT. Los valores estan representados como
media £ SD. n = 6 ratones por grupo. Para la diferencia significativa se realizé un
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey, con un nivel de
significancia de p<0.05. C, grupo control; L, grupo control mas LH; D, grupo
diabético; DL, grupo diabético mas LH; LP, grupo diabético mas LH fortificada con
L. plantarum; LF, grupo diabético més LH fortificada con L. fermentum.
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Figura 2. Expresion génica en pancreas de TNFa/18s, TLR-4/18s, MCP-1/18s e
IL-17A/18s. Los datos estan representados como mediana con rango
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intercuartilico. n = 6 ratones por grupo. Se realizo la prueba de Kruskal-Wallis con
pruebas de U de Mann-Whitney para determinar diferencias significativas, con un
nivel de significancia de p<0.05. C, grupo control; L, grupo control mas LH; D,
grupo diabético; DL, grupo diabético mas LH; LP, grupo diabético mas LH
fortificada con L. plantarum; LF, grupo diabético mas LH fortificada con L.
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Figura 3. Determinacion de AGCC. Los datos estan representados como mediana
con rango intercuartilico. n = 6 ratones por grupo. Se realizé la prueba de Kruskal-
Wallis con pruebas U de Mann-Whitney para determinar diferencias significativas,
con un nivel de significancia de p<0.05. Diferentes letras por encima de las cajas
indican diferencias significativas en los AGCC. C, grupo control; L, grupo control
mas LH; D, grupo diabético; DL, grupo diabético mas LH; LP, grupo diabético mas
LH fortificada con L. plantarum; LF, grupo diabético mas LH fortificada con L.
fermentum.

Discusion

El uso de los probioticos de L.plantarum y L. fermentum en las curvas OGTT (20,21)
e ITT (22,23) han sido estudiadas con anterioridad por diversos autores. Los
estudios reportan que el uso de L. fermentum disminuye el ABC de la prueba OGTT
e ITT, lo cual coincide con nuestros hallazgos. Con respecto al uso de L. plantarum
se reporta que es capaz de bajar el ABC de la prueba OGTT e ITT, en nuestro caso
no logramos ver esa reduccion del ABC en la prueba OGTT, posiblemente debido
a la concentracion utilizada (en el estudio comparado se us6 una concentracion de
4x10° UFC/mL), pero en el ABC de la prueba de ITT si se observa una tendencia a
disminuir al compararlo contra el grupo diabético sin tratamiento. Recordemos que
el uso de simbidticos pueden regular la microbiota intestinal de los pacientes con
DMT2, dando como resultado el aumento de AGCC, los cuales brindan beneficios
al hospedero al favorecer la liberacion de GLP-1 y PYY, conocidos por sus
propiedades antidiabéticas al favorecer la sintesis de insulina (24,25).

Estudios demuestran que el uso de los probiéticos como lo son L. plantarum (26)
regulan la expresion de citocinas inflamatorias presentes en pacientes con DMT2,
tales como TNFa, TLR-4, MCP-1 e IL-17A (27). En el presente estudio encontramos
que tanto la administracion de L. plantarum como de L. fermentum tuvieron ese
efecto al compararse con el grupo control diabético con administracion de LH en



los genes TLR-4 e IL-17A y al no encontrar diferencias en TNFa. La reduccién de
la expresion de estas citocinas inflamatorias en el grupo diabético nos estarian
seflalando un agotamiento de las células T ante la inflamacion cronica (27,28),
resultando en una disminucion en la capacidad de las células inmunitarias para
producir citocinas inflamatorias.

Para finalizar, el uso de los probidticos L. plantarum y L. fermentum (29,30) en
modelos de diabetes reportan una disminucion de los AGCC, pero siendo regulados
tras la administracion de los probioticos. En nuestro estudio encontramos los
mismos resultados, donde el Unico grupo que bajé sus niveles de AGCC fue el
grupo diabético sin tratamiento. Estos AGCC como ya se mencion6 anteriormente
son capaces de ejercer efectos antidiabéticos al disminuir la permeabilidad
intestinal, fungir como sustrato para los colonocitos y favorecer la secrecion de
GLP-1y PYY (31) .

Conclusiones

Este estudio es el primero en demostrar el efecto del simbiético de LH en polvo con
los probidticos L. fermentum LHO1 y L. plantarum LHO5 en el modelo experimental
de diabetes. Este estudio confirma que el simbidtico de LH junto al probiotico
Lactobacillus fermentum reduce el ABC en pruebas OGTT e ITT, apoyando su uso
para mejorar la regulacion de glucosa e insulina. En contraste, el simbiético de LH
junto al probiético Lactobacillus plantarum no mostré reduccion en la OGTT,
posiblemente debido a la concentracién utilizada, aunque si mostré una tendencia
a mejorar la ITT. Ambos simbioticos regulan la expresion de citocinas inflamatorias
(TLR-4 e IL-17A), lo que podria indicar una reduccion de la inflamacion cronica en
la diabetes tipo 2. Ademas, los simbidticos ayudaron a regular los niveles de AGCC,
que son clave para mejorar la permeabilidad intestinal y promover hormonas
beneficiosas como GLP-1y PYY.
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