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INTRODUCCION

Formulacion del problema y Antecedentes
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Figura 1. La raza de perro mas popular en todos los paises.
https://lwww.travelandleisure.com/animals/most-popular-dog-breed-in-every-country

500 millones de canes en todo
el planeta

Modelo de investigacion

\_

a4 ] L. - )
Enfoque hacia el analisis de la

microbiota intestinal del perro

domestico D

Canis lupus familiaris

(Deschamps et al., 2022; Lopez-Osorio et al., 2020; Zhang et al., 2023, Grzeskowiak et al., 2015)
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INTRODUCCION

Environment

Formulacion del problema y Antecedentes
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Figura 2. Impacto del entorno doméstico en la

microbiota intestinal y la salud de humanos y canes.
Fuente: Hernandez et al. (2022)

(g) ESPPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Cayra et al., 2017; Pagnini et al., 2010; Pelton, 2020; Salavati, 2022)



|NTRODUCC|ON Probioticos

¢, Qué son los probidticos?

“Microorganismos Vivos que, al ser ingeridos en
cantidades adecuadas facilitan el equilibrio
microbiano en el sistema digestivo. O
™

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Figura 4. Técnica de encapsulacion més

comunmente aplicada
Fuente: https://encyclopedia.pub/entry/26192
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Figura 3. Cepas probioticas mas estudiadas y comercializadas.
Fuente: https://shorturl.at/xCWX4

(FAO/WHO, 2006; Burgain et al., 2011; F. J. Rodrigues et al., 2020)



|NTRODUCC|ON Probioticos

Transmision
vertical durante Tipo de Calostro / Dieta
la gestacion parto Leche sélida
Raza + Interaccion Microbiota
Tamafio de la i propietario-mascota individual
raza Interacciones con la madre + + Entorno exterior [ adulta ]

Entorno de la perrera

Figura 5. Principales factores que influyen en el desarrollo de la microbiota

intestinal de los cachorros en crecimiento hasta la edad adulta.
Fuente: Garrigues et al. (2022)
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| NTRODUCC | O N | Mecanismos de accion de los probidticos
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Figura 6. Principales mecanismos de accion de los probidticos.

Fuente: Nevado (2021) Q E S p E
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Desarrollar formulaciones con propiedades probiéticas basadas en cepas del género Lactobacillus
spp. aisladas previamente desde leche canina.

Objetivos especificos

v Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probioticas basadas en cepas de
Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacion.

v Analizar los efectos citotoxicos de las formulaciones probidticas encapsuladas en la linea celular
MDCK mediante el ensayo colorimétrico MTT.

v Cuantificar la expresion de citoquinas proinflamatorias y de regulacion negativa en células
DHB82 tratadas con las formulaciones probioéticas encapsuladas mediante RT-gPCR.

Hipotesis
Las formulaciones con propiedades probioticas encapsuladas modulan positivamente la respuesta

inmune en la linea celular DH82 de macrofagos caninos.
& ESPE
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METODOLOGIA | obietivo 1 fuciasencepes cé Lacobasies spp. encep

Microencapsulacion de
las cepas

Cultivo bacteriano Cinética de crecimiento

 Preinéculo  Densidad optica (DOsoonm) « Liofilizacion
 Cultivo Batch (300 mL) * Viabilidad celular (UFC/mL)  Viabilidad celular (%)
« Biomasa seca (g/L) « Estabilidad (%)
« Concentracion de glucosa
(g/L)

@ ESPE
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METO DO LOGI'A | Obijetivo 1 Evaluar la viabilidad de las formulaciones

basadas en cepas de Lactobacillus spp. encapsu

Cultivo bacteriano
—> /Cepas Lactobacillus spp. / \
. CEPA-16 CONICET
Universidad .~ N>
« CEPA-17 ncepcion
. TUCO.4 CERELA
N . Y

CEPARIO

100 pL
(30% glicerol)

31 6 horas

& 37°C 7 |

; 150 rpm
h_— h_—
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METO DO LOGI'A | Obijetivo 1 Evaluar la viabilidad de las formulaciones

basadas en cepas de Lactobacillus spp. encapsu

Cinética de crecimiento

] , . Figura 7. Dispersion de luz de una
v" Densidad Optica : P

muestra de cultivo celular.
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o 1 .OmL A o N\ ‘ Stray light
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Fuente: https://www.implen.de/od600-
diluphotometer/od600/
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METO DO LOG iA I Obijetivo 1 Evaluar la viabilidad de las formula

basadas en cepas de Lactobacillus spp. €

Cinética de crecimiento
v" Viabilidad celular

4
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M ETO DO LOG IIA | . Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propie
Objetivo 1 pagagas en cepas de Lactobacillus spp. encapsuladas por li
P ©

Muestra
- s - - Sobrenadante
Cinética de crecimient conocida Aamt
v" Concentracién de glucosa
v Biomasa seca —> ‘ L™
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METODOLOGIA | obietivo 1 fuciasencepes cé Lacobasies spp. encep

Microencapsulacion | Microorganismo  Materialde encapsulacion (%p/y)
de las cepas CEPA-16 12.5% Maltodextrina + 12.5% FOS
CEPA-17 10% FOS + 10% Inulina
TUCO-4 10% FOS + 10% Inulina
LP 1T F?f T m
g Congelar ) .‘_ = ——— e
Sublimacién
Forl';gﬂlig:ién Congelacion Secado primario Secado secundario deD:ier?:zrr?i?)n

30

20 1000 .
€ 10 100 @
7)) 6:
5 0 10 %
§ -10 1 g
£ 20 01
o

-30 0.01

40 L S—— 0.001

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (h)
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RESULTADOS Y DISCUSION! objetivo 1
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(Siaterlis et al., 2009; Broeckx et al., 2019; Andrianto et al., 2018)
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Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probioticas basadas
en cepas de Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacion.

Figura 9.

Curvas de crecimiento de CEPA-
16 (A), CEPA-17 (B), TUCO-4
(C) en medio MRS.

Inicio de la fase estacionaria
Siaterlis et al. (2009) =2 12 h
Broeckx et al. (2019) = 17 h

Andrianto et al. (2018) - 18 h
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RESU LTADOS Objetivo 1 Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probioticas

basadas en cepas de Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacién.

Viabilidad celular post-liofilizacion

100

° Tabla 1.
= 92.7 e - . . , g
S go- —_— 88 4 Caracteristicas de las microcdpsulas después de la liofilizacion
% 82.7 para la CEPA-16, CEPA-17 y TUCO-4
5 60
g CEPA UFCl/g UFC/mL g/mL %V
g 40 CEPA-16 9,10E+10 9,76E+08 0,011 82,70
% CEPA-17 5,80E+10 2,67E+09 0,046 92,70
> — TUCO-4 1,50E+10 1,27E+09 0,085 88,40
o 20
o
Nota. %V: Porcentaje de viabilidad celular.
0

1 T J
CEPA16 CEPA 17 TUCO 4

Figura 10. Tasas de viabilidad celular post-liofilizacion.
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RESU LTADOS Objetivo 1 Evaluar la viabilidad de las formulaciones con propiedades probioticas

basadas en cepas de Lactobacillus spp. encapsuladas por liofilizacién.

Estabilidad 25°C Estabilidad 37°C

11.5- g
-e- CEPA 16 s o CEPA 16
= CEPA 17
5 1107 o —o— ————  , 1ucos B 11.0- - CEPA 17
O = - TUCO 4
s i QO 10.54
= . =)
> o 10.0
[e)] (= U=
2 10.0 ‘\.——.\‘ g
9.5
9.5 T T T T 9.0
. | 1 | I
0 4 . 0 1 2 3
Mes Mes
Figura 10. Estabilidad de las cepas liofilizadas durante 3 meses en almacenamientoa 25y 37°C
Tabla 2 Tabla 3
Analisis de estabilidad en tiempo real Analisis de estabilidad en condiciones aceleradas
CEPA 16 CEPA 17 TUCO 4 CEPA 16 CEPA 17 TUCO 4
Mes %Ts %Ts %Ts Mes %Ts %Ts %Ts
(UFCIg) (UFCIg) (UFCIg) (UFCIg) (UFCIg) (UFCIg)
1 8,70E+10 99,82 3,00E+10 97,34  1,00E+10 98,27 1 1,60E+10 93,11 9,70E+09 92,78  8,10E+09 97,37
2 8,50E+10 99,73 1,90E+10 9550  9,70E+09 98,14 2 9,60E+09 91,09 3,50E+09 88,67  4,90E+09 95,23
3 8,20E+10 99,59 1,30E+10 9397  8,80E+09 97,72 3 3,50E+09 87,09 1,50E+09 8525  1,40E+09 89,88

=T

Nota. %Ts: tasa de supervivencia. Nota. %Ts: tasa de supervivencia. {:é’ D E S p E

(Jalali et al., 2012; Nguyen et al., 2023)
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M ETO DO LOG |,A Objetivo 2 y 3. Analisis estadistico

Antes de realizar analisis de varianzas (ANOVA de una via; a un _/ GraphPad

nivel de significancia de p < 0,05)

Distribuciéon normal = Prueba de Shapiro-Wilk

Homogeneidad de varianzas = Proceso automatico en el
software GraphPad Prism 8.

Prism

Prueba post hoc de Dunnet (prueba de comparaciones
multiples) después de cada ANOVA.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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METODOLOGIIA | Objetivo 2

MDCK. (Canis
lupus familiaris,
Madin-Darby
Canine Kidney,
celulas epiteliales
renales caninas,
ATCC-CCL-34,
NBL-2).

Analizar los efectos citotoxicos de las form
en la linea celular MDCK mediante el ensayc

Succinato
deshidrogenasa
(SDH)

Reductasa

n formazan MTT

Cristal de ) mitocondrial

N\ ) p
1‘ 27 3‘ "4 5 ’6 ’7 8 1 12 ‘ CEPA 16
000000000000 |{ g o
N 00800000000 || @
TN OSSO PSTT 1 1O MTT
£ RS A —~ , : —~ CONTROL +
P MDCK A D Q Qx@@l ‘ l©1@0F€ :. Qw l;rg:(;t:;fomercial 0.45 mg/mL
5000 cel/pocillo () S () Do @ () Medio DVEM
; a Y Y& BLANCO
3 Q‘ \)wabi ’ \./1 "*1\?’/U Fc\/ : . Q Isopropanol &cidico
10e. T3 16T [ | 10 12 lgtextina
H | | [ I ) { ]‘ ‘]\ \\: | ( ) | | % B B 9 O
0/0/0,0/0.0,0/0.0/0/0.0 19 - 588883838355
J J
N ' N
f” MTT 1
/
”j\N/ N /: e
) \\f\\ 3 Longitud de onda
e T T A R
K/‘ A1: 570 nm
e n ) Isopropanol A2: 630 nm

\CIdICO (0.01 M)

.()(‘\(\mv OO0

P E
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RESULTADOS Y DISCUSION ! objetivo 2

| i |

O 150= ' !
=
(@)
(]
()
< 100 I T
< T
@ T *
2 *kk
8 50- T
'O * %%k
_(g e
p— ke
@
S 0 1 1 1 1 1 1

Control 1 2 1 2 1 2 1 2 M1M2

Cepa: C16 AT T4 C+
Material: M2 M1 M1 F- [-M

Figura 11. Ensayo de citotoxicidad en células caninas MDCK tratadas con
las formulaciones probidticas microencapsuladas y los materiales de
recubrimiento analizadas por MTT

(Vemuri et al., 2018; Blanco & del Valle, 2009)

Analizar los efectos citotéxicos de las formulaciones probioticas
encapsuladas en la linea celular MDCK mediante el ensayo
colorimétrico MTT.

100%o Control de tratamiento

1 100% Viabilidad/estimulacion de la
proliferacion.

1 100%  Citotoxicidad.

Se trataron las células MDCK con las tres cepas de
analisis Lactobacillus spp. (C16: CEPA-16; C17:
CEPA-17; T4: TUCO-4), el control (probiotico
comercial) en diferentes concentraciones (1: 1x10"
: 2: 1x10% UFC/mL) y los materiales de
encapsulacion durante 24 h. Los resultados se
expresan como medias + DE de experimentos por
triplicado. (ns, P>0.05, *P<0.1; ***P<0.001)

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




METODOLOGIA | objetivo s

DH82. (Canis lupus familiaris, Golden retriever, macrofagos caninos, ATCC-CCL-34, ATCC-CRL-3590).

Z'IZh

Cepas Bacterianas
Concentraciones: 1x10% UFC/mL, 1x10” UFC/mL

Tiocianato de
guanidina-fenol
(TRIzol)

H Cloroformo

|

ARN en H
fase | Isopropanol

acuosa

—— — — ——
Se Incubd Se realizé la Se centrifuge y
y transferencia de eliminé el /
centrifugo la fase acuosa a sobrenadante /
un nuevo tubo th’— pellet ARN
Se liso las células. Se agregoé Se aislé la fase acuosa que Se precipité Se seco el Se resuspendio
cloroformo contiene ARN del ARN pellet de el precipitado
ARN de ARN
Curva de
Polimerasa & | amplificaci¢
3]
. . c
= Transcriptasa inversa 2
@
_1 Fluoréforo g Threshold
v sl ___ / __lheshoc
\ Forward primer = “Umbral
Reverse primer |\
. Ciclos

(Ganger et al., 2017)

Temperature (°C)

Perfil térmico de RT-qPCR

Cuantificar la expresion de citoquinas proinflamatorias y de regulacién negativa en células
DHB82 tratadas con las formulaciones probidticas encapsuladas mediante RT-qPCR.

L& || e ) s

100 — 10:00 00:15
95°C 95°C

80 |
00:30
60 — 50°C
30:00 Q

50°C '
40 —
20 —

1 Cycle 1 Cycle 40 Cycles

Resolution: 0,5°C SoakTime 5s

00:30

00:30

1 Cycle

S

®

ESPPE
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METODOLOGIA | objetive s

Quantification Strategies in real time qRT-PCR
MO PRaff, BioSpekirn 2004 (Sonderaliagabe PR

ahsolute quantification

relative quantification

/

N N

external calibration external calibration hormalisation external
curve curve calibration
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Figura 12. Estrategias de cuantificacion en RT-PCR en tiempo real.
Fuente: https://www.gene-quantification.de/strategy.html
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Cuantificar la expresion de citoquinas proinflamatorias y de regulacién negativa en células
DHB82 tratadas con las formulaciones probidticas encapsuladas mediante RT-qPCR.
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R ESU LTADOS Y D I SC US I C,) N Objetivo 3 negativa en células DHB82 tratadas con las formulaciones probidticas

encapsuladas mediante RT-gPCR.

Figura 13. Expresion relativa de ARNm de citoguinas con relacion a GAPDH en celulas DH82 tratadas con las formulaciones probidticas
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(Sudhakaran et al., 2013; Dong et al., 2012; Llewellyn y Foey, 2017)



CONCLUSIONES

« La liofilizacion de cepas de Lactobacillus spp. en fase estacionaria demostro
ser una técnica viable para la produccion de formulaciones probioticas con una
alta viabilidad celular. Se demostr6 una notable estabilidad de las
formulaciones durante el almacenamiento, con una pérdida de viabilidad
celular relativamente baja.

« Los resultados obtenidos de la caracterizacion biologica de las cepas
encapsuladas (CEPA-16, CEPA-17, TUCO-4) mediante el proceso de
liofilizacion presentaron un perfil altamente prometedor desde el punto de vista
de la seguridad, ya que no mostraron evidencia de citotoxicidad. Ademas, se
demostro la capacidad de estas cepas encapsuladas como candidatos
Inmunomoduladores.
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RECOMENDACIONES

« Se recomienda realizar un analisis costo-beneficio agregando
nutrientes al medio de cultivo, considerando la utilizacion del
sustrato y el rendimiento de la biomasa para tomar decisiones
estratégicas de optimizacion.

« Se sugiere el desarrollo de una formulacion probidtica multicepa
debido a la similitud en el comportamiento de las cepas, lo que
mejoraria la eficacia y estabilidad del producto final.
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ANEXO 1. Clasificacion de los sistemas defensivos

SISTEMAS PASIVOS
Barreras fisicas

SISTEMAS ACTIVOS
Sistemas reaccionantes

r

PIEL
Digestiva

_l Respiratoria
MUCOSAS Genitourinaria
Ocular

INMUNIDAD INNATA
(Inespecificos de Antigenos)

=

INMUNIDAD ADQUIRIDA
(Especificos de Antigenos)

=

Respuesta inmune humoral
Respuesta inmune celular

Fagocitosis
Inflamacion
Lisozimas

Lectinas

Pasiva

Activa

==

=

Natural = Calostro
Artificial = Sueros

Natural = Postinfeccion
Artificial 2 Vacunas
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