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1.- RESUMEN
En este estudio se caracterizaron cepas potencialmente probidticas aisladas
de la leche materna para su uso en enteropatias caninas. Se utilizaron dos
cepas de leche materna canina y una cepa de leche materna porcina
previamente caracterizadas segun sus propiedades funcionales, propiedades
presuntivas de seguridad y efecto inhibitorio sobre patdogenos. Estas bacterias
se formularon mediante liofilizacion y secado por atomizaciéon, comparando
rendimiento y almacenamiento en tiempo normal y acelerado. Se analizaron
el efecto citotoxico, adhesion al intestino y el efecto inmunomodulador de las
formulaciones con mejor caracterizacion probiotica in vitro e in vivo. Se
determind que, en base al rendimiento de encapsulacién y la viabilidad de las
formulaciones, el recubrimiento 6ptimo para las cepas TUCO-17 y TUCO-4
fue FOS e inulina; y para la cepa TUCO-16 fue maltodextrina e inulina. Todas
las cepas resultaron no citotdxicas en cultivos de células de perro MDCK y
TUCO-17 mostré mayor adhesion a las células epiteliales intestinales. Resulto
relevante que la administracion de la formulacion probiotica disminuyé la
expresion de marcadores proinflamatorios in vivo, tanto en el intestino como
en el bazo de ratones. Ademas, su administracion en perros con alteraciones
entéricas indujo una reducciéon de la duracion de la diarrea, mejord la
consistencia de las heces y los parametros clinicos. Finalmente, la
combinacion de estas tres cepas en estudio (TUCO-16, TUCO-17 y TUCO-4)
cubriria las propiedades probiéticas en formulacién e inmunomodulacion de

todos los marcadores en estudio.
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2. ABSTRACT
In this study, potentially probiotic strains isolated from breast milk were
characterized for use in canine enteropathies. Two strains from canine breast
milk and one strain from swine breast milk previously characterized according
to their functional properties, presumptive safety properties, and inhibitory
effect on pathogens were used. These bacteria were formulated by freeze-
drying and spray-drying, comparing performance and storage in normal and
accelerated time. The non-cytotoxic characteristics, adhesion to the intestine,
and the immunomodulatory effect of the formulations with better probiotic
characterization in vitro and in vivo were analyzed. Based on the encapsulation
performance and the viability of the formulations, it was determined that the
optimal coating for the TUCO-17 and TUCO-4 strains was FOS and Inulin. For
the TUCO-16 strain, it was Maltodextrin and Inulin. All strains were non-
cytotoxic in dog MDCK cell cultures, and TUCO-17 showed increased
adhesion to intestinal epithelial cells. It was relevant that the administration of
the probiotic formulation decreased the expression of proinflammatory
markers in vivo, both in the intestine and in the spleen of mice. In addition, its
administration in dogs with enteric disorders reduced the duration of diarrhea
and improved stool consistency and clinical parameters. Finally, combining
these three strains under study (TUCO-16, TUCO-17, and TUCO-4) would
cover the probiotic properties in the formulation and immunomodulation of all

the markers under study.
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3. INTRODUCCION

3.1 Bienestar de las mascotas

En la actualidad, las mascotas reciben salud y bienestar como un integrante
mas de la familia, asegurando una nutricion equilibrada que permite cumplir
con los requisitos metabdlicos para prolongar su vida (Baffoni, 2018). Esta
situacion coincide con la tendencia mundial del aumento significativo en el
mercado “Pet Care” donde la consultora Euromonitor International, estimo una
tasa de crecimiento del 31%, para el afio 2018 que se tradujo en venta global
de US$ 91.000 millones, mientras que en plena pandemia las ventas
alcanzaron US$ 150.000 millones en el 2021 (Euromonitor International,
2022). Los gastos acumulados de la industria de mascotas en EE.UU. se debe
principalmente a alimentos y snacks para mascotas que constituyen el
segmento de ventas mas grande (42%), seguido de atencion veterinaria y
ventas de productos farmaceéuticos (26%), luego suministros, animales vivos
y medicamentos de venta libre (23%) y el resto en otros servicios como
cuidado y paseo de mascotas (APPA, 2023). En Australia, tienen la mayor
tasa de tenencia de mascotas del mundo (62%) con dos de cada cinco
hogares con perros, experimentando el nuevo proceso de “premiumizacion”
referido a la compra de mas productos y servicios de alta calidad para
mascotas como salones de belleza, juegos de iPad, carne gourmet,
complementos de moda, juguetes eléctricos, alfombras térmicas y el ultimo
mercado emergente de dispositivos habilitados para Internet para monitorear
y cuidar a las mascotas con valores superiores a US$ 3.000 millones anuales

(Australia, 2016; Strengers et al., 2016). A nivel latinoamericano, Chile



encabeza el ranking de gastos en comida, atencion médica, juguetes, entre
otros productos para mascotas, alcanzando los US$ 808,6 millones anuales,
monto registrado el afio 2017. Los gastos de alimentacion corresponden en
promedio aproximadamente a US$ 50 mensuales, es decir, $40.000 pesos
chilenos por mascota. La lista continua con Argentina en gastos mensuales
por mascotas de US$ 28,3; Brasil con US$ 26,6 y México con US$ 16,1
(Euromonitor International, 2019). Ademas, en el contexto chileno, la encuesta
Cadem llamada “El Chile que viene - Marzo 2022: Zoom a la tenencia de
mascotas”, el 86% de los encuestados declara tener una mascota, lo que se
traduce en que 8 de cada 10 chilenos tiene al menos uno, en su mayoria
perros. Considerados en un miembro mas de la familia y el 79% esta dispuesto

a pagar mas por una buena alimentacion de su mascota (Cadem, 2022).

3.2. Sistema inmune y microbiota

Los componentes nutricionales del alimento para mascotas cobran
importancia al ser una via para mejorar la salud al modular el sistema inmune
y la microbiota de perros (Wernimont et al., 2020). La primera reaccion ante
un patégeno esta dada por la respuesta inmune innata con reconocimiento
inespecifico, y posteriormente se activa la respuesta inmune adaptativa, de
forma mas especifica y con “capacidad de memoria” para reconocer de nuevo
antigenos del mismo patégeno (Nicholson, 2016). La regulacion que llevan a
cabo estas células y moléculas se da en conjunto con la participacion de las
bacterias presentes en la piel, el tracto respiratorio, el tracto genital y el
intestino. Se comunican directa y eficazmente al modular citoquinas vy

quimioquinas a través de la interaccion con los Receptores de



Reconocimiento de Patrones (PRR), como NLR (receptores tipo NOD) y TLR
(receptores tipo Toll), regulando de igual manera la produccion local de
anticuerpos (Liu et al., 2022). En perros, hay evidencia del aumento de 20%
de la produccién de marcadores moleculares por las células inmunes de la
mucosa intestinal como las citoquinas pro-inflamatorias con el interferén
gamma (IFNy) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y también la
disminucién de 30% en citoquinas anti-inflamatorias como la interleuquina-10
(IL-10) en enfermedades inflamatorias intestinales (Dandrieux, 2016; Peiravan
et al., 2018; Tizard and Jones, 2018; Soontararak et al., 2019). Es por esto
que las alteraciones o desequilibrios en la microbiota tiene efectos
significativos sobre el sistema inmunolégico, fundamentalmente en
enfermedades gastrointestinales, siendo relevante la comprension de esta
relacion en el microambiente intestinal (Schmitz and Suchodolski, 2016; Eissa

etal., 2019).

Las funciones previamente descritas pueden verse afectadas negativamente
si ocurre una desregulacion de la microbiota, conocida como disbiosis. Esta
se produce de tres formas, como la (i) pérdida de microorganismos
beneficiosos, (i) la expansion de patobiontes o microorganismos
potencialmente dafinos y (iii) la pérdida de la diversidad microbiana general.
Existen factores externos que pueden favorecer el desarrollo de la disbiosis
como intervenciones meédicas, infecciones, genética individual, cambios
hormonales, factores ambientales, estrés psicologico y fisico. Esto ocasiona
cuadros de diarrea en perros por infecciones con helmintos, protozoos, la

enteritis viral o bacteriana primaria (Shmalberg et al., 2019). Dentro de los



organismos infecciosos se encuentra Clostridium perfringens, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Salmonella spp. y Campylobacter spp., entre
otros, como también parasitos gastrointestinales como Giardia duodenalis

(Grzeskowiak et al., 2015; Langlois et al., 2020; Ciuca et al., 2021).

3.3. Enfermedades gastrointestinales y probiéticos

La diarrea es el signo clinico mas comun de visitas veterinarias no rutinarias
en perros con enfermedades gastrointestinales. Constituye un aumento de
agua y fluidez fecal a corto plazo, acompafiado de vémito, pérdida de peso y
de animo de la mascota. Especificamente, las diarreas agudas estan
asociadas mayoritariamente a infecciones con patdgenos y alteraciones en la
composicién de la microbiota intestinal e influenciado por la dieta, el medio
ambiente y la medicacién (Soonthornsit et al., 2021). Sin embargo, en la
atencion primaria no se realizan analisis detallados de los patdgenos que
infectan a las mascotas, lo que en multiples ocasiones conduce a que se
administren antibiéticos de amplio espectro de forma indiscriminada,
generando como consecuencia la disbiosis o la resistencia bacteriana
en el intestino, y con alta probabilidad de reincidencia de la enfermedad
(Grzeskowiak et al., 2015; Dandrieux, 2016). Se han reportado estudios donde
el numero de los aislamientos multirresistentes esta aumentando y puede
transmitirse entre bacterias de animales a la microbiota de los humanos, lo
que acarrea un gran problema para la salud publica (Sfaciotte et al., 2015).
Parte del tratamiento puede incluir el uso de probidticos, con el objetivo de
ejercer un efecto beneficioso para la microbiota gastrointestinal, permitiendo

mejorar las condiciones de la salud del animal después del consumo de



antibioticos, ya que producto del tratamiento influye en el microambiente
intestinal, sino que también ejerce un efecto directo en las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas (Anadon et al., 2019). Ademas, previene el
uso indiscriminado de antibidticos porque su aplicacion sustitutiva, permite
reducir o controlar los signos gastrointestinales asociados a los antibioticos
(AAGS). Especificamente, la administracion de simbidticos (prebioticos +
probidticos) en comparacion con los tratamientos con antibidticos
enrofloxacina/metronidazol disminuyen los trastornos de la ingesta de
alimentos (Whittemore et al., 2019). Se observo la mejoria clinica de la diarrea
en perros inducida por el tratamiento con probiéticos que generaron una
mejora significativa de la diversidad microbiana, un cambio marcado de la
estructura y funciones de la microbiota intestinal. Esto, después de 60 dias de
administracion con la regulacion al alza de las vias involucradas en el
metabolismo de los aminoacidos y la biosintesis de los metabolitos
secundarios (Xu et al., 2019b). Cuando se comparo el tratamiento basico con
y sin probidticos en perros con enfermedad inflamatoria intestinal canina (Ell),
se sugirid que los probidticos pueden tener un efecto beneficioso sobre la
homeostasis de la mucosa intestinal canina (White et al., 2017). Entonces el
tratamiento con probidticos y prebidticos representa una alternativa valida a la
terapia antimicrobiana de uso comun, ya que se ha demostrado una
recuperacion clinica mas rapida en comparacion a una formulacién antibiética
debido al sinergismo en la recuperacion de la barrera intestinal alterada

(Pignataro et al., 2021).



Generalmente los probidticos administrados a perros son bacterias
productoras de acido lactico (BAL) y bifidobacterias de la microbiota del colon
humano, cuyos efectos beneficiosos estan comprobados y esta validado su
consumo tanto para humano como animal (Grzeskowiak et al., 2015). Los
estudios sobre el uso de probitdticos de origen canino son muy limitados y
como resultado, los probiéticos ampliamente utilizados en los perros son de
origen no canino (Kumar et al., 2017). La suplementacion con probioticos
orales de cepas comerciales de humanos en perros jovenes y adultos
mayores, cambio la microbiota intestinal de los perros mayores a una
composicién parecida a la de los jovenes (Xu et al., 2019a). Los beneficios
mencionados anteriormente dependen de concentraciones minimas al
momento de ser ingeridos desde 108 y 107 UFC/g teniendo en cuenta que los
recuentos bacterianos en perros desde el estbmago al colon varian entre 10*
y 10" UFC/g de contenido (Baffoni, 2018). Entonces, las condiciones que
debe cumplir el desarrollo de nuevos probidticos es la especificidad con el
huésped para que se cumpla el efecto beneficioso aumentando la capacidad
de supervivencia y colonizacion de tales cepas. En el caso de ser un
aislamiento de otra especie, debe demostrar el efecto beneficioso. También
debe cumplir con prevenir la disbiosis provocada por el consumo
indiscriminado de antibiéticos y, por ultimo, proporcionar efectos

inmunomoduladores en sitios distantes del tracto gastrointestinal.

Dentro de este marco, el impacto en la dieta de Bifidobacterium spp.
(Bifidobacteriaceae), Lactobacillus spp. (Lactobacillaceae) y Faecalibacterium

spp. (Ruminococcaceae) se investiga a menudo, ya que se considera



beneficioso en omnivoros como el perro. Su beneficio se atribuye a su efecto
en la produccion de subproductos de fermentacion de carbohidratos, que
posteriormente se convierten en butirato a través de la via butiril-CoA: acetato-
CoA-transferasa, la fuente de energia preferida para los colonocitos (Pilla and
Suchodolski, 2020). Se demostro, igualmente, el potencial metabdlico de las
especies Lactobacillus de origen intestinal canino aisladas de muestras
fecales frescas, donde L. reuteri Al resultoé ser un posible candidato probiético

para usar como suplemento para perros (Coman et al., 2019).

Es cierto también, que la microbiota intestinal en perros cambia segun la etapa
de la vida. En la gestacion, la lactancia y el crecimiento, la via entero-mamaria
proporciona células del tejido linfoide intestinal que viajan a las glandulas
mamarias por el sistema linfatico y la sangre periférica, transfiriendo la
microbiota materna al recién nacido a través de la leche. Se demostro el
aumento de cepas probidticas Lactobacillus sp. en la suplementacion de
probioticos pre y postnatal en perras y respectivos cachorros de pastores
alemanes, proporcionando una mayor comprension de la via entero-mamaria
y su influencia en la microbiota fecal canina (Vilson et al., 2018). Asi el
sitio de aislamiento a partir de leche canina presenta condiciones para
obtener bacterias potencialmente probiéticas. De la misma manera, el
potencial de cepas de Lactobacillus aislados de la leche canina,
particularmente de L. reuteri y L. fermentum, mostraron una alta actividad
antimicrobiana, altas tasas de supervivencia después de la exposicion a
diferentes condiciones fisicas adversas y actividades enzimaticas deseables

como la a-glucosidasa, una enzima importante en la absorcion de glucosa.



Ademas, estas cepas no degradaron la mucina y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de varios antibidticos estaban dentro de los valores
recomendados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) —

(Martin et al., 2010).

3.4. Probiéticos formulados: Métodos de microencapsulacion

Los probidticos comerciales se suelen presentar en dos formatos: solucion
acuosa Y pulverizado donde la viabilidad se ve afectada por la presencia de
compuestos antimicrobianos, la toxicidad del oxigeno, la post-acidificacion y
la temperatura de almacenamiento (Reyes et al., 2018; Frakolaki et al., 2021).
Especificamente, la solucion acuosa presenta los microorganismos vivos en
alimentos fermentados donde es dificil mantener su viabilidad durante el
almacenamiento ya que la bioactividad de las bacterias continua y existen
pérdidas de la cadena de frio por el transporte a distintos lugares. En cambio,
los pulverizados obtienen la forma de polvo con microcapsulas del probidtico
vivo al disminuir el contenido de agua con el fin de mantener una viabilidad
prolongada durante el almacenamiento dependiendo de las temperaturas
utilizadas. Por tanto, la solucion prometedora y en la que se profundizara en
el siguiente trabajo son los métodos de microencapsulacion de cepas
probidticas vivas, manteniendo las concentraciones minimas y controlando la
liberacidon de éstas, aun cuando en el procesamiento, el almacenamiento y la
digestion gastrointestinal existe una pérdida de la viabilidad de las bacterias

probidticas (Liu et al., 2019).



La microencapsulacion segun el método de secado puede ser de dos tipos,
microencapsulacion a baja temperatura y a alta temperatura. Como método
de baja temperatura esta la liofilizacion, siendo esta la técnica mas usada con
microparticulas entre 1-100um. Es un método conveniente para la
preservacion de bacterias que minimiza las pérdidas de viabilidad vy
funcionalidad, permite el almacenamiento a largo plazo e incluye tres pasos,
(i) la congelacion de la suspension celular concentrada y protegida por la
adicion de una solucion protectora a la suspension bacteriana que evita la
deshidratacion de las células probioticas durante el proceso, (ii) el secado
primario por sublimacion para eliminar el hielo, y (iii) el secado secundario por
desorcion para eliminar el agua no congelada, para después pulverizar de

forma manual (Fonseca et al., 2015).

Entre las técnicas basadas en alta temperatura esta el secado por atomizacion
como la técnica mas efectiva en microencapsulacién de probidticos de
bacterias acido-lacticas y bifidobacterias con microparticulas de menor
tamafo entre 2-25um. Esta técnica consiste en atomizar una emulsién o
suspension de microorganismos a encapsular y un material polimérico dentro
de una camara con un gas caliente, generalmente aire, el cual promueve la
evaporacion del agua, logrando que los microorganismos queden atrapados
dentro del material encapsulante dando lugar a la formacion de

microparticulas(De Araujo et al., 2015).

El uso de agentes crioprotectores aumenta la supervivencia de los

microorganismos después del secado y durante el almacenamiento debido a



que minimizan el estrés mecanico, oxidativo y osmotico al que pueden ser
sometidos (Broeckx et al., 2016). Entre los mas utilizados se encuentran la
maltodextrina, la sacarosa y sus combinaciones (Lieu et al., 2017). El efecto
protector final depende de la capacidad de absorcién de los azucares por parte
de la cepa probidtica para mejorar la resistencia celular a los procesos de
secado (Alonso, 2016; Broeckx et al., 2016). Los prebidticos como la inulina 'y
los fructooligosacaridos (FOS) aumentan la estabilidad y la integridad de la
membrana a través de interacciones directas con esta, lo que conduce a una
mayor fluidez de la membrana y una disminucion de la porosidad de las
microcapsulas después de procesos como la liofilizacién. Se ha demostrado
que los prebidticos no se hidrolizan en la parte superior del tracto
gastrointestinal (estomago), por lo que llegan de forma segura al intestino,
donde son fermentados por la microbiota intestinal beneficiosa, potenciando
selectivamente su crecimiento y bioactividad (Cassani et al., 2020).

En el caso de la liofilizacion se debe considerar las caracteristicas de cada
cepa, su tolerancia a niveles de estrés, la formacion de cristales en el proceso
y aumento en la osmolaridad. De hecho, se observd una buena resistencia al
proceso de liofilizacion en tres cepas de Lactobacillus, manteniendo el
recuento de células bacterianas, alrededor de 9,03 Log UFC/g usando FOS
después de los 90 dias de almacenamiento (da Silva Guedes et al., 2019).
Para el secado por atomizacion es importante establecer la presion de
atomizacion, el flujo de alimentacion y las condiciones de almacenamiento que
incluye la actividad del agua y la temperatura. Se obtuvieron mejores efectos

protectores cuando se usé maltodextrina en combinacion con otros agentes
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encapsulantes en el secado por atomizacion de la cepa Lactobacillus casei
VTCC AS 186, con una viabilidad de 10,53 Log UFC/g después del proceso

(Lieu et al., 2017).

3.5. Normativa chilena para produccién y comercializacion

En la normativa chilena la formulacion probidtica que se propone es
considerada como suplemento y aditivos autorizados para la elaboracion de
alimentos para animales segun lo indica el Servicio Agricola y Ganadero
(SAG). Parte del Reglamento de Alimentos para Animales describe como un
microorganismo a Lactobacillus sp., y como miscelaneos a la inulina 'y al FOS
que seran utilizados en la microencapsulacién del probiético (RESOLUCION
1992; RESOLUCION 5324). De esta manera, la formulacion cumpliria en un
principio con los requerimientos de la Monografia de Proceso de Produccién
para la aprobacion del producto (Guia para elaborar y presentar monografias
de proceso, 2010; RESOLUCION 5025; RESOLUCION 7113). Considerando
los antecedentes anteriormente descritos, se propone como desafio
tecnologico lo siguiente: desarrollar nuevas formulaciones probiotticas, basada
en multicepas aisladas de leche canina y leche porcina, probadas por
separado y en combinacion, y que encapsuladas por un meétodo de secado
por temperatura, mantiene la viabilidad de los microorganismos durante el
proceso productivo, el almacenamiento y al momento de la ingesta en perros

con diarrea aguda.
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION
El tratamiento mas comun en el caso de una enfermedad gastrointestinal en
perros esta basado en la aplicacién de antibidticos y en paralelo con la
administracion de probioticos para evitar la disbiosis que genera el consumo
del primero. Parte de las especies presentes en los productos comerciales
como BIOPOWER, Miracanis y Organew son Lactobacillus acidophilus
provenientes del intestino y canal vaginal de mamiferos. Estos son utilizados
porque metabolizan la lactosa y la transforman en acido lactico. También esta
la cepa Bifidobacterium animalis que se puede encontrar en intestino grueso
de mamiferos y que potencia la inmunidad innata y adquirida. Por ultimo, esta
la cepa Enterococcus faecium, un microorganismo aislado del intestino
humano y utilizado en cerdos jovenes para prevenir problemas diarreicos
después del destete. Todas estas cepas de origen humano u otras especies,
que se les administran a perros con enfermedades gastrointestinales.
Ademas, el formato de consumo de BIOPOWER y Organew es pulverizado y
en cambio, Miracanis viene en formato de pasta, que debido a la humedad
presente pierde viabilidad celular, también es la primera opcion recetada al
momento de la administracion por el menor costo en comparaciéon a los otros
dos. Debido a esto, es que se busco utilizar especies BAL desde muestras de
leche canina, en primera instancia, y también especies BAL de leche porcina
para obtener una formulacion pulverizada a partir de dos métodos de
encapsulacion y comprobar el efecto multicepa (Fig. 1). Con este producto
biotecnoldgico, el mercado del cuidado de las mascotas tendra un producto

de calidad, especifico y formulado con materiales encapsulantes de

12



prebioticos. Ademas, cumplira con el objetivo de modular el sistema inmune,
lo que contribuiria a enfrentar de manera mas efectiva las enfermedades

gastrointestinales en perros.

Formulacién probidtica actualmente en uso:

/ N\

( h ( Especies:

= . Bio-Power

Origen humano u mm) | Lactobacillus acidophilus

otras especies . , ..
P Bifidobacterium animalis

Enterococcus faecium
Formulacién probidtica del Proyecto:
' ™ Ve ™ Ve N
Muestras de leche . - -Liofilizado
; - - Especies BAL .
canina y porcina -Microencapsulado
N J N J ‘

Fig. 1. Férmulas probidticas usadas en perros y la solucion propuesta por el proyecto.
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5. HIPOTESIS
Una formulacién probidtica microencapsulada de tres cepas de Lactobacillus
sp., aisladas de leche canina y de leche porcina, administrada por via oral,
modula positivamente sobre marcadores de respuesta inmune en modelos
murinos y caninos in vitro e in vivo.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General:
Desarrollar un prototipo probiético basado en tres cepas de Lactobacillus sp.
aisladas de leche canina y leche porcina que mantenga la viabilidad,
estabilidad y modulacion sobre marcadores de respuesta inmune en modelos
celulares caninos y en ensayos in vivo en ratones y perros.
6.2 Objetivos Especificos:
|.- Definir las condiciones de cultivo discontinuo de tres cepas probidticas
Lactobacillus sp., mediante el analisis por métodos directos e indirectos de
crecimiento microbiano.
Il.- Estandarizar procedimientos de microencapsulacidon basados en
liofilizacién y secado por atomizacion en base a lograr una estabilidad de la
formulacion de al menos seis meses.
lll.- Estudiar las propiedades probidticas de las cepas Lactobacillus sp.
formuladas en ensayos de adhesion e inmuno-estimulacion sobre marcadores
de respuesta inmune in vitro.
IV.- Evaluar el efecto modulador sobre marcadores de respuesta del sistema
inmune en modelos murinos y caninos, tratados con la formulacion probidtica

prototipo analizando la expresion de los marcadores moleculares como los
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receptores de reconocimiento de patrones y las citoquinas pro-inflamatorias

y anti-inflamatorias.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Estandarizacion de las condiciones de trabajo con las cepas

Lactobacillus sp.

7.1.1. Caracterizacidon de cepas aisladas de leche canina.

Como inicio del presente proyecto, se trabajo con dos cepas probioticas
caninas, una cepa de calostro de leche canina (TUCO-16) y una cepa de leche
canina (TUCO-17), previamente aisladas y parcialmente caracterizadas por la
Dra. Sandra Quilodran V. en el Cepario del Departamento de Patologia y
Medicina Preventiva, de la Facultad de Ciencias Veterinarias (Universidad de
Concepcion, sede Chillan). Estas cepas fueron aisladas directamente desde
leche canina en medio De Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Merck, Darmstadt,
Alemania), un medio selectivo para la deteccion de cepas Lactobacillus sp. de
cualquier muestra, a 37°C por 48 h en condiciones de microaerobiosis y
sembradas en agar MRS. De la misma manera, se analizé las propiedades de
una cepa de leche porcina (TUCO-4) por presentar caracteristicas
preliminares inmunomoduladoras. Los criterios de seleccion de las cepas
consideraron su coloracién y forma, colonias blancas con bordes lisos,
respuesta a la tincion de Gram como Gram positivas y resultado de la prueba
de catalasa negativa. La Dra. Quilodran facilito las cepas para el estudio como
parte de un proyecto de colaboracién conjunto, y forma parte del grupo asesor
de la presente tesis (ANEXO 1: Caracterizacién de cepas probidticas en

Facultad de Ciencias Veterinarias).
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7.1.2. Cultivo y preparacion de muestras

Las cepas aisladas y caracterizadas se cultivaron en 300mL de medio MRS,
con 30mL del pre-in6culo generado anteriormente, por 24 h en un agitador
orbital (Lab companion SI-300, EE. UU.), y se tomaron muestras cada 4 h para
los analisis directo e indirecto del crecimiento celular en el tiempo.

7.1.3. Determinacion de la produccion de biomasa

La cantidad de biomasa obtenida en el cultivo se determiné a partir del peso
seco. Se tomaron muestras de 5 mL de cultivo y se centrifugaron por 5 min.
El sobrenadante se almacend para determinar la concentracion de glucosa
consumida. El precipitado se resuspendio en agua estéril para ser depositado
en platillos de aluminio en una balanza infrarroja de secado (Radwag, Radom,
Polonia) a 90°C hasta peso constante. Esto se repitié para cada tiempo de
incubacion y se transformoé a la cantidad de biomasa en g/L de cultivo. Este
es un método directo para cuantificar el crecimiento celular segun el tiempo
de cultivo. Debido a que nuestro cultivo es de un sélo microorganismo
presente en el medio, tiene la ventaja de representar la biomasa de forma
valida.

7.1.4. Mediciéon de la densidad 6ptica

La lectura de la densidad optica (DO) se realizé en el espectrofotometro UV-
Vis Model UV-2505 (LaboMed, Inc., Los Angeles, EE.UU.) a 600nm utilizando
cubetas de vidrio de 1 mm de espesor. Las muestras se midieron de manera
directa o en diluciones de 1:10 y 1:50 con agua destilada para cada tiempo de
incubacion segun corresponda. Como blanco se utilizé el medio de cultivo sin

inocular y en la dilucién correspondiente de acuerdo con la muestra. Es un
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meétodo indirecto para cuantificar el numero de células bacterianas presentes,
ya que la cantidad de luz dispersada es proporcional a las suspensiones
bacterianas siendo la principal ventaja la inmediatez del resultado en que va
el crecimiento de la cepa.

7.1.5. Determinacion de concentraciéon de glucosa consumida

Para la cuantificacion de glucosa se utilizé un método basado en la presencia
del reactivo de Antrona con acido sulfurico. En este método, la glucosa no
consumida por el cultivo experimenta deshidratacion convirtiéndose en
furufural o hidroximetilfurfural. Estos productos pueden condensarse con
aminas aromaticas como la Antrona, produciendo compuestos coloreados. La
intensidad de color desarrollado durante la condensacion va a estar en funcién
de la concentracidén de glucosa presente en la muestra de cultivo medido en
espectrofotometros (Dreywood, 1946). Se prepard la curva de calibracion con
un patrén de concentracidn conocida de glucosa y 6 puntos (Tabla 1). Para
las muestras se realiz6 diluciones de 1:1000 parat = 0; 1: 500 para los t = 4,
8y 12 h; 1:100 para t = 16, 20 y 24 h. Se adicionaron 2 mL de las diluciones
a cada tubo de ensayo mas 4 mL de Antrona al 0,2%. Se midié la absorbancia
de las muestras a 625nm. Este es un método que nos permite corroborar que
la fase estacionaria se produce por el agotamiento de los nutrientes del medio

y no por motivos externos.
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Tabla 1. Curva de calibracion de glucosa.

Tubo Concentracion (ug/mL)  Volumen de solucién  Volumen de agua (mL)
patréon (mL)

1 0 0 2

2 10 0,2 1,8
3 20 0,4 1,6
4 30 0,6 1,4
5 40 0,8 1,2
6 50 1,0 1,0

7.1.6. Determinacion de viabilidad celular

Se realizaron de forma exploratoria diluciones seriadas de 1:10 de cada
muestra con agua peptonada, resuspendiendo constantemente, y se
sembraron todas las diluciones hasta la estandarizacion del cultivo. Una vez
estandarizado, se sembraron tres diluciones seguidas en placas con agar
MRS por duplicado de cada muestra. Se pusieron controles negativos de
placas abiertas con agar MRS para la cabina de flujo laminar y la zona del
mechero Bunsen. Se sembraron las muestras hasta las 12 h de cultivo,
posterior a la estandarizacion de cada muestra. En este punto se agregd un
refuerzo de glucosa para una concentracion final de 20g/L y se prolongo la
incubacion por 12 h mas con las mismas condiciones y tomas de muestras
cada 4 h. Las placas se incubaron a 37°C por 48 h y posteriormente se realiz6
el recuento en placa hasta una dilucion de 30 a 300 Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) para dejar expresado el valor como el Log UFC/mL. Este es
un método directo para la cuantificacion del numero de bacterias vivas, debido
a que los métodos anteriores no distinguen entre bacterias vivas y muertas.
Cada célula viable se dividira dando colonias visibles teniendo en cuenta las

diluciones sembradas.
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7.2. Métodos de microencapsulacion de biomasa

Las cepas se cultivaron de forma independiente en un fermentador Winpact
FS-06 (One Fermentation System, Saratoga, EE.UU.) con un volumen final de
10 L de medio, en condiciones controladas por 12 h a 37°C, pH 5.0, agitacion
de 100rpm y aire de 2LPM. Transcurrido el tiempo de cultivo se tomo una
muestra para realizar el recuento celular y el resto del medio de cultivo con
las células bacterianas se recolectdé para realizar el proceso de
microencapsulacion por los métodos de liofilizacidon y secado por atomizacion.
Para ambos procesos se utilizé las siguientes composiciones de prototipo y
agentes encapsulantes: maltodextrina — FOS (12,5% - 12,5%); maltodextrina

—inulina (12,5% - 12,5%) y FOS — inulina (8% - 8%).

7.2.1. Liofilizacién

El medio de cultivo se centrifugd a 2370 x g a 4°C y la mezcla de liofilizacion
se preparo usando los distintos agentes encapsulantes en agua estéril, con %
p/v que varian segun la biomasa generada. La biomasa obtenida se
resuspendid en la mezcla de liofilizacion. Posteriormente, la mezcla se
traspaso a recipientes de fondo plano de manera en que quede una capa fina
de mezcla en cada uno. Los recipientes fueron congelados a -80°C por 18-20
h. Transcurrido el tiempo de congelacion, las muestras fueron liofilizadas en
el equipo Freeze Dryer Model BK-FD12PT (Biobase biodustry, Shandong,
China), posteriormente se analizo la viabilidad celular de la misma manera
qgue en cultivo para el producto obtenido, calculando el rendimiento del método

de liofilizacion por cada formulacion (Fonseca et al., 2015).
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7.2.2. Secado por atomizacién

El medio de cultivo se centrifugd a 2370 x g a 4°C. La biomasa obtenida se
resuspendio en la mezcla de secado por atomizacién y se aplico en el equipo
Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza) con distintos
parametros de temperatura de entrada de 120-140°C; temperatura de salida
68- 75°C; aspiracion al 50-70%; flujo de la bomba al 5-10% vy flujo de muestra
40-50 mm? (De Aradujo et al., 2015).

7.2.3. Morfologia de microencapsulados

Se analizé la morfologia de los microencapsulados con mayor rendimiento por
Microscopia Electronica de Barrido (SEM, JEOL JSM 6010 PLUS/LA, EE.UU.)
a diferentes aumentos.

7.3. Prueba de estabilidad de almacenamiento normal

Los probidticos microencapsulados por cada método se dispusieron en
envases sellados al vacio con 2 g de microencapsulado y se almacenaron a
25°, 30° y 37°C para evaluar mensualmente la estabilidad de cada formato,
durante seis meses. Los grupos con cepas liofilizadas fueron: TUCO-
16/TUCO-17 en una mezcla con 1 g de cada una; luego TUCO-4 sola; Lote 1
con cepas caninas mas inulina y FOS en cantidad suficiente para (c.s.p.) dejar
el formulado en 7,5x108 UFC/g como dosis final y Lote 2 con las 3 cepas mas
inulina y FOS en c.s.p. dejar el formulado en 7,5x108 UFC/g como dosis final.
Para TUCO-16 y TUCO-17 secadas por atomizacién, se almacenaron las
preparaciones con mayores rendimientos de cada cepa.

La viabilidad celular de cada preparacion microencapsulada se midio

realizando diluciones seriadas en tubos de ensayo, mezclando una relacién
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1:10 de cultivo encapsulado en agua peptonada homogeneizado mediante
agitador Vortex VM-10 (witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Alemania). Las
diluciones seriadas se prepararon agitando constantemente para evitar la
sedimentacion. Se sembro una placa en cuadrantes de todas las diluciones y
se sembré las dos menores diluciones con colonias presentes en placas de
agar MRS por duplicado. Las placas se incubaron a 37°C por 48h y los
resultados se expresaron como UFC/g segun la Norma internacional UNE-EN

ISO 7218 siguiente (ISO 7218, 2007).

_ xC
T V(n1+(0.15n))d

En que:

N = numero total de UFC por gramo o mililitro de muestra;

> C = suma de colonias contadas en todas las placas seleccionadas de dos
diluciones sucesivas;

V = volumen del in6culo agregado a cada placa en mL;

N1 =numero de placas seleccionadas en la primera dilucion;

n2 = numero de placas seleccionadas en la segunda dilucion;

d = factor de dilucién correspondiente a la primera dilucion seleccionada.

7.4. Prueba de estabilidad de almacenamiento acelerado

Cada formulacion encapsulada se incubé en un bano termostatico, a
diferentes temperaturas y tiempos: a 50°C durante 24 h tomandose muestras
cada 6 h; a 60°C durante 4 h tomandose muestras cada 1 h; a 70°C durante
20 min tomandose muestras cada 5 min. A partir de los recuentos de células

viables obtenidos antes y después del almacenamiento a temperaturas de
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50°,60°y 70°C, se calcularon los valores de la tasa especifica de degradacion

de una reaccidon de primer orden (k) segun la formula siguiente.

N
_log ()

t

k

Donde:

k = tasa especifica de degradacion (h')

No = es el numero inicial de células (UFC/qg);

N = es el numero residual de células después de un periodo de tratamiento

t = es el tiempo de almacenamiento

El valor de k a 25°C del almacenamiento se calcul6 utilizando la misma
ecuacion con la estabilidad en almacenamiento normal para obtener las

ecuaciones de tasa de degradacion.

7.5. Ensayos in vitro e in vivo

7.5.1. Ensayo in vitro

Los efectos citotdxicos posibles de las bacterias probidticas fueron evaluados
mediante tratamientos in vitro en células epiteliales renales de perro (linea
MDCK). Para evaluar la viabilidad celular o la citotoxicidad se utilizo el ensayo
de reduccién de bromuro de 3(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyltetrazole
(MTT) ROCHE Cell Proliferation Kit | (MTT), siguiendo lo propuesto por el
fabricante (Widyarman et al., 2018). Las células se sembraron en placas de
96 pocillos. Antes del ensayo de MTT, el cultivo se lavd con tampon fosfato
salino (PBS) para eliminar las células no adherentes y se realizaron
estimulaciones con las diferentes cepas liofilizadas (TUCO-16, TUCO-17 y

TUCO-4) a diferentes formulaciones probidticas (M-FOS: maltodextrina- FOS,
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M-I: maltodextrina-inulina, FOS-I: FOS-inulina) y a diferentes concentraciones
(1x108 UFC/mL, 1x10” UFC/mL, 1x108 UFC/mL) durante 24 h. Se utilizé una
concentracion final de MTT de 0,5 mg/mL por pocillo como sustrato para la
reaccion colorimétrica y se incubd durante 3 h. Después de solubilizar los
cristales con isopropanol, se midi6 la absorbancia a 560 nm y 620 nm. Las
absorbancias se corrigieron restando la absorbancia medida a 620 nm y
restando ademas para cada medicion la absorbancia de fondo del medio de
cultivo y la solucion de MTT. La viabilidad celular se calculé segun la formula

siguiente.

Absorbancia corregida tratamiento

% Viabilidad celular = x 100

Absorbancia corregida control sin tratamiento

Por tanto, considerando que el control sin tratamiento parte con una viabilidad
del 100%, los diferentes tratamientos presentarian un aumento de viabilidad
(superior al 100%) o citotoxicidad (inferior al 100%).

Se determind el porcentaje de bacterias adheridas a células epiteliales
intestinales humanas (linea celular HT-29). Para ello, las células fueron
estimuladas por 1 hora con distintas formulaciones de cada cepa liofilizada
(M-FOS: maltodextrina- FOS, M-I: maltodextrina-inulina, FOS-I: FOS-inulina)
siendo estas las bacterias agregadas, incluyendo controles sin formular y el
control positivo del probiético comercial BIOPOWER (CPB). Después de cada
estimulacién los cultivos celulares se lavaron con PBS para eliminar las
bacterias no adheridas y se tripsinizaron las células para obtener las bacterias
adheridas. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de cada

suspension celular y se sembraron en placas de agar MRS por 48 horas para
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el recuento de colonias. Todas las estimulaciones y siembras se realizaron
por duplicado.

Se calculo6 el % de adhesion segun la formula siguiente.

UFC ,
———-adheridas

% Adhesion= f&—— x 100

7zragregadas
Segun estos ensayos in vitro, se eligidé la formulacion de cada cepa por

separado para luego formular el prototitpo final del probidtico.

7.5.2. Ensayo in vivo

En el ensayo con ratones como modelo animal comparativo, se utilizaron
ratones hembra (Mus musculus) de la cepa BALB/c, de 8 semanas de vida,
provenientes del Instituto de Salud Publica de Chile (ISP). Los animales se
distribuyeron en grupos de 10 individuos cada uno, seleccionando al azar los
integrantes de cada grupo. A cada grupo se les administr6 una dosis de
2,5x10° UFC/g de cada formulacién probiética al dia en el agua de bebida,
conformados de la siguiente manera: Grupo control negativo con agua sin
probioticos; Grupo con TUCO-16 liofilizada con maltodextrina-inulina; Grupo
con TUCO-17 liofilizada con FOS-inulina; Grupo con TUCO-4 liofilizada con
FOS-inulina, Grupo con la formulacion completa que contiene las tres cepas
(Mezcla) y Grupo so6lo con los prebioticos de recubrimiento de maltodextrina,
inulina y FOS (Recub). Esta cantidad fue disuelta en el agua de bebida de los
ratones y fueron alimentados con su dieta habitual. El probiotico fue
suministrado de forma continua por 14 dias. Se sacrificaron 5 ratones por
grupo al culminar el tratamiento con los probioticos (dia 14 con tratamiento) y

5 ratones una semana después (dia 21 post-tratamiento). De estos ratones se
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tomaron muestras de intestino y bazo para posteriormente hacer analisis de
RT-PCR, por lo que, una vez extraidos de los animales, se almacenaron en 1
ml de Trizol a -80°C hasta su uso, tomando como referencia estudios
previamente realizados (Raheem et al., 2022).

La purificacion del ARN se realizo utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen),
segun las instrucciones del fabricante. Se cuantificaron las muestras de ARN
con el lector de microplacas Synergy HTX microplate reader (BioTek
Instruments, EE. UU.), se verifico la integridad mediante electroforesis en gel
de agarosa y se almacenaron las muestras a -80°C.

La expresion relativa de las citoquinas TNF-q, IL-10 e IFN-y provenientes de
las muestras de bazo e intestino se evalué mediante PCR en tiempo real (RT-
PCR), asi como la expresién de los Receptores TLR2, NOD1 y NOD2
provenientes de las muestras de intestino. En ambos casos, se analizaron las
muestras de los dias 14 (tratamiento) y 21 (post-tratamiento). La expresion de

B-actina se utiliz6 como gen normalizador (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de partidores usados en RT-PCR para la especie Mus
musculus.

Gen Secuencia 5°-3’ Tamaio N° GenBank
(pb)

TNF-a Forward CTGTAGCCCACGTCGTAGC 98 NM_013693.3
Reverse TTTGAGATCCATGCCGTTG

IFN-y Forward TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 92 NM_008337.4
Reverse TGGCTCTGCAGGATTTTCAT

IL-10 Forward ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG 75 NM_010548.2
Reverse CACAGGGGAGAAATCGATGACA

TLR2 Forward GGTGCGGACTGTTTCCTTCT 172 NM_011905.3
Reverse GAGCCAAAGAGCTCGTAGCA

NOD1 Forward TAAGGGTGAAGCCAAAGGGTC 99 NM_00117100
Reverse TTGACCACATGTGTCTCGCT 71

NOD2 Forward CATTCTGGAGGTTTGGCTTCG 139 NM_145857.2
Reverse TACTCAGCCTCCAGAGTCCA

B-actina Forward GATGTCACGCACGATTTCC 136 NM_007393.5

Reverse GGGCTATGCTCTCCCTCAC
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Para la sintesis de ADN complementario y el RT-PCR se ultilizé el kit comercial
Brilliant Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix, 1-Step (Agilent, EE. UU.) en
el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, EE. UU.). Los resultados

fueron analizados usando el método comparativo de Ct (2-24C1).

En perros (Canis lupus familiaris) se realizo el ensayo donde se incluyeron 5
pacientes por cada grupo de tratamiento, en un rango de edad de los animales
entre 2 a 8 anos, con buen animo, sin fiebre, sin vomitos o muy espaciados, y
con diarrea. Se presentd un documento Consentimiento Informado a los
duefios antes de iniciar el ensayo, como constancia de la voluntariedad de
participacion y el conocimiento del experimento a realizar (ANEXO 2:
Consentimiento Informado). Los animales se seleccionaron para el ensayo de
forma consecutiva, en la medida en que se presentaron a atencion veterinaria
y los duefos daban su consentimiento para el tratamiento, hasta completar la
n=6 para cada grupo. Los grupos se dividieron como se observa en la Tabla
3, el primer grupo (G1) fue el tratamiento rutinario con antibiotico metronidazol;
luego el grupo (G2) con formulacion de las 3 cepas y con agentes protectores
elegidos por mejor propiedad en 7,5x107 UFC/g; el grupo (G3) con formulacion
de las 3 cepas en 7,5x10% UFC/g; el grupo (G4) con control probiotico
comercial BIOPOWER (CPB); el grupo (G5) con antibi6ético metronidazol +
7,5x107 UFC/g; el grupo (G6) con metronidazol + 7,5x108 UFC/g y, por ultimo,
el grupo (G7) con metronidazol + probiético comercial BIOPOWER como
control positivo (Pignataro et al., 2021).

Se evaluaron las muestras fecales frescas para el analisis de escala visual de

heces de Bristol por todo el tratamiento por medio de encuestas diarias para
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registrar la disminucion de la diarrea por la consistencia y la frecuencia de las
heces. Para evaluar la activacion del sistema inmune de los animales tratados
y sus respectivos controles, se determind el incremento o disminucién de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en muestras de
4 mL de sangre para los marcadores genéticos y 2 mL de sangre para perfil
hepatico y hemograma, para descartar falla hepatica y patologia de origen

parasitario.

Tabla 3. Grupos de estudio para ensayo en perros.

Grupos N° Tratamientos Protector Duracién
Gastrico
1 5 Metronidazol Famotidina 10 dias
2 5 Probidtico 7,5x10” UFC/g* Famotidina 10 dias (limite de
respuesta dia 4)
3 5 Probidtico 7,5x108 UFC/g* Famotidina 10 dias (limite de
respuesta dia 4)
4 5 Control probidtico comercial Famotidina 10 dias
BIOPOWER (CPB)
5 5 Metronidazol + 7,5x10” Famotidina 10 dias (7 dias
UFC/g* antibiético)
6 5 Metronidazol + 7,5x10® Famotidina 10 dias (4 dias
UFC/g* antibiético)
7 5 Metronidazol + CPB Famotidina 10 dias (4 dias
antibiotico)

*Formulacion probidtica: TUCO-16 con maltodextrina-inulina, TUCO-17 con
FOS-inulinay TUCO-4 con FOS-inulina.

A partir de muestras de sangre tomadas en los dias 0, 5 y 10 de tratamiento,
se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de los
pacientes caninos. Se utiliz6 el medio de separacion de linfocitos LSM
(Corning), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y las células
aisladas por muestra se resuspendieron en 1 mL del reactivo Trizol
(Invitrogen). Posteriormente, se realizd la purificacion de ARN, su

cuantificacion y el analisis de su integridad mediante electroforesis en gel de
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agarosa. Luego, a partir de las muestras de ARN, se realizaron ensayos de
gRT-PCR para el analisis de la expresion de las siguientes citoquinas: IL-8,
IL-6, TNF-a, IL-1B e IL-10. Para la sintesis de ADN complementario y el RT-
PCR se utilizé el mismo kit y equipo explicado anteriormente en el ensayo en
ratones. Se utilizd la expresion de Antizima 1 de ornitina descarboxilasa
(OAZ1) como gen normalizador (Tabla 4). Los resultados fueron analizados

usando el método comparativo de Ct (2-44¢t),

Tabla 4. Secuencias de partidores usados en RT-PCR para la especie Canis lupus
familiaris.

Gen Secuencia 5°-3’ Tamaio N° GenBank
(pb)
TNF-a Forward TAGCAAACCCCGAAGCTGAG 118 NM_00100324
canino Reverse TACAACCCATCTGACGGCAC 4.4
IL-8 Forward TGTCCTTTCTGCAGCTCTCTG 138 NM_00100320
canino Reverse GGGCCACTGTCAATCACTCT 0.1
IL-6 Forward GGGAAAGCAGTAGCCATCAC 78 NM_00100330
canino Reverse CAGGACCCCAGCTATGAACT 1.1
IL-1B Forward GAAAGCCCACCCTACAGCTA 195 NM_00103797
canino Reverse GGCCACCTCTGGTATTTCCT 1.1
IL-10 Forward GGTTGCCAGCCCTGTCGG 146 NM_00100307
canino Reverse GCGTCGCAGCCTCAGTCTCA 7.1
OAZ1 Forward TGGGCGAGGGAATAGTCAGA 148 NM_00112723
canino Reverse AATGTGTTTGGAGCCCGTGA 4.1

7.6. Analisis estadistico

Se combinaron y utilizaron los siguientes programas para el analisis de datos
estadisticos: software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EE.UU.) y Excel (Microsoft 365). La significacion estadistica de los
resultados se evalué usando ANOVA unidireccional, ANOVA bidireccional y la
prueba de comparacion multiple de Dunnett. El nivel de significacidon

estadistica se definio como p < 0,05 (Strompfova et al., 2018).
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8. RESULTADOS

8.1 Condiciones de cultivo cepas probioéticas

8.1.1. Produccion de biomasa

La cantidad de biomasa obtenida en los cultivos de cepas caninas, segun el
peso seco, nos permitio definir el comienzo de la fase estacionaria a partir de
las 12 h de cultivo. El maximo de biomasa obtenida para la cepa TUCO-16 fue
de 3,84 g/L y para la cepa TUCO-17 fue de 3,51 g/L (Fig. 2a y 2b). En cambio,
para la cepa porcina TUCO-4 |a fase estacionaria comenzo6 desde las 20 h y

con una produccion de biomasa menor, con un maximo de 2,1 g/L (Fig. 2c).
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Fig. 2. Produccion de biomasa en g/L de cepas canina y porcina. Medicién de peso

seco a diferentes tiempos ()= 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h. a) TUCO-16, b) TUCO-17 y
c) TUCO-4.
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8.1.2. Densidad éptica

A partir de los valores de densidad optica, medida como la variacién de
absorbancia en el tiempo, se corrobord que las tres cepas alcanzan la fase
estacionaria del crecimiento a las 12 h de cultivo, como se mencionaba antes.
La cepa TUCO-16 tuvo una absorbancia de 7,3 a las 12h (Fig. 3a), mientras
que para la cepa TUCO-17 de 7,7 (Fig. 3b) y para TUCO-4 fue de 2,8, un valor

inferior a la mitad de lo obtenido para las dos cepas caninas (Fig. 3c).
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Fig. 3. Curvas de crecimiento de las cepas probioticas derivada de leche canina y
porcina crecidas en medio de cultivo MRS. Se grafica la absorbancia de las muestras

en diferentes tiempos (t): 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 h a 600nm. a) TUCO-16 b) TUCO-17
y c) TUCO-4.
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8.1.3. Consumo de glucosa

Durante el cultivo de las cepas caninas se observé un consumo de glucosa
del 80% a las 12 h de cultivo (Fig. 4a y 4b). Posteriormente, la concentracion
de glucosa se mantiene constante hasta las 24 h de cultivo. Estos resultados
indican que no hubo aumento de biomasa y que solo ocurrid un recambio
celular. Para el caso de la cepa TUCO-4, el consumo de glucosa a las 12 h
de cultivo es de aproximadamente el 60%, y después disminuye

progresivamente hasta las 24 h de cultivo (Fig. 4c).
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Fig. 4. Curso temporal del consumo de glucosa en el tiempo en los cultivos de las
cepas probiodticas crecidas en medio liquido MRS. La absorbancia en cada tiempo

de muestreo se analiz6 a 625nm. (t)=0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 h. a) TUCO-16, b) TUCO-
17 y ¢) TUCO-4.
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8.1.4. Viabilidad celular

Los resultados de produccién de biomasa, densidad Optica y consumo de
glucosa nos permiten definir que el tiempo ideal del desarrollo de las tres
cepas es a las 12 h de cultivo en medio liquido MRS. Ademas, se evalud
prolongar el crecimiento bacteriano unas 12 h mas con un refuerzo nutricional
de glucosa a una concentracion final de 20 g/L. Al comienzo de la fase
estacionaria la viabilidad de la cepa TUCO-16 es de 9,79 Log UFC/mL y
después del refuerzo, se incrementa 9,98 Log UFC/mL a las 16 h de cultivo
(Fig. 5a). Para la cepa TUCO-17 a las 12 h la viabilidad es de 9,49 Log

UFC/mL y posterior al refuerzo es de 9,56 UFC/mL. (Fig. 5b)
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Fig. 5. Evaluacion de la viabilidad celular de las cepas probioticas cultivadas con
refuerzo nutricional a las 12h. Los cultivos se incubaron hasta las 12h y
posteriormente se agrego un refuerzo de glucosa. Se tomaron muestras en diferentes
tiempos (1)=0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 h. a) TUCO-16, b) TUCO-17 y ¢c) TUCO-4.
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Por ultimo, la viabilidad de la cepa TUCO-4 es de 9,08 Log UFC/mL antes del
refuerzo y llegd hasta 9,45 UFC/mL a las 16 h de cultivo, para finalmente
decaer dos ordenes de viabilidad celular (Fig. 5c). Como el aumento de
viabilidad con el refuerzo de glucosa no es significativo, consideramos
mantener el cultivo de cada cepa hasta las 12-16h de cultivo para los ensayos

siguientes.

8.2 Microencapsulacion de biomasa
La viabilidad celular de cada fermentacion fue de 4,7x10° UFC/mL para
TUCO-16; de 2,2x10° UFC/mL para TUCO-17 y de 9,3x10® UFC/mL para

TUCO-4.

8.2.1. Microencapsulados por liofilizacion

Las cepas liofilizadas se obtuvieron con un rendimiento promedio del 90,9%,
siendo similares los rendimientos entre las mezclas de cada cepa. Es por esto
que, para el analisis de morfologia se eligieron los liofilizados con mayor
viabilidad ya que los rendimientos no tienen diferencias significativas entre
ellos. Todas las cepas liofilizadas reconstituidas tuvieron una viabilidad
superior a 1x10° UFC/g. Los candidatos liofilizados fueron TUCO-16
recubiertas con la mezcla de maltodextrina-inulina y para TUCO-17 y TUCO-

4 la mezcla de recubrimiento seleccionada fue FOS-inulina (Tabla 5).
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Tabla 5. Viabilidad celular y rendimiento de cepas caninas y porcina liofilizadas.

Mezcla TUCO-16 TUCO-17 TUCO-4
Viabilidad Rendimie Viabilidad Rendimi  Viabilidad Rendimie
(UFC/g) nto (UFC/g) ento (UFC/g) nto
(%) (%) (%)
M - FOS 5,4x10° 82,7 1,4x10° 94,4 -- --
M-1 9,1x10° 95,5 1,0x10° 90,7 1,2x10° 87,2
FOS - | 8,6x10° 95,7 5,8x10° 92,7 1,5x10° 88,4

(--): no quedo el liofilizado, M — FOS: maltodextrina-FOS, M — |: maltodextrina-inulina; FOS —
I: FOS-inulina.

Con respecto a la morfologia, se observo que las microcapsulas de todas las
muestras varian en tamanos de 5-10 uym, de superficie lisa y forma esférica
irregular. No se observa la presencia de bacterias libres (Fig. 6). De igual
manera, se distinguié que en la formulacién de maltodextrina-inulina las

microcapsulas presentan fisuras (Fig. 6a).

Fig. 6. Evaluacién de las preparaciones microencapsuladas por liofilizacion
mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM). a) TUCO-16 recubierta con
maltodextrina-inulina (M-I), b) TUCO-17 recubierta con FOS-inulina (F-I), c)
TUCO-4 recubierta con FOS-inulina (F-I).

35



8.2.2. Microencapsulados en secado por atomizaciéon

En la medida en que se variaron los parametros en el equipo (Mini Spray Dryer
B-290), principalmente las temperaturas de entrada y salida, se obtuvieron
distintos rendimientos de proceso. Se destaca que los rendimientos mas altos
fueron para la cepa TUCO-16 con 60,7% y la cepa TUCO-17 con 60,6%
ambas con la combinacién FOS-| (Tabla 6). Ademas, la viabilidad no superé
de 1x108 UFC/g lo que es limitante considerando la pérdida que habra en el
almacenamiento del producto y lo esperado al momento de la ingesta del

probidtico.

Tabla 6. Viabilidad celular y rendimiento a distintos parametros de secado por
atomizacion de cepas caninas.

Mezcla Cepa Tintet  Toutet  Aspir Bom  Flujo Viabilidad Rendi
(°C) (°C) acion ba (mm3) (UFCl/g) miento
(%) (%) (%)

FOS-1 TUCO-17 140 75 50 5 40-50  2,5x107 40
FOS-1 TUCO-17 140 75 50 10 40-50  1,1x107 10
FOS-1 TUCO-17 130 72 70 10 40-50  3,7x108 35
FOS-1 TUCO-17 120 70 70 10 40-50  5,6x107 55,3
FOS-1 TUCO-17 120 70 70 10 40-50  6,5x108 60,6
M-I TUCO-17 120 70 70 10 40-50  5,6x107 59,4
FOS-1 TUCO-16 120 70 70 7 40-50  6,7x10° 53,9
FOS-1 TUCO-16 120 70 75 10 40-50  1,15x10° 54,4
FOS-1 TUCO-16 120 68-70 70 10 40-50  4,1x108 60,5
FOS-1 TUCO-16 120 70 70 10 40-50  7,5x108 60,7
M-FOS TUCO-16 120 70 70 10 40-50  7,6x108 58,5

Los microencapsulados de las cepas TUCO-16 y TUCO-17 con alto
rendimiento, observados en SEM, presentaron una superficie sin fisuras
mecanicas y con presencia de concavidades. Los tamafios varian de 1-5 ym
y se aprecia una forma esférica, mas que las microcapsulas liofilizadas (Fig.

7).
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ig. 7. Evaluacion de las preparaciones microencapsuladas en secado por
atomizacion mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM). a) y b)
TUCO-16 con recubierta con FOS-inulina (FOS-I); c) y d) TUCO-17 recubierta
con FOS-inulina (FOS-I).

8.3. Estabilidad en almacenamiento normal

Los microencapsulados por ambos métodos, se envasaron en cantidades de
1 g en sachet al vacio, y se almacenaron a 25°C para comprobar la estabilidad
de las preparaciones en relacién con cada técnica utilizada, asumiendo que
el producto final se guardara en lugar fresco y seco. De igual manera se
probaron temperaturas de 30°C y 37°C, para evaluar la resistencia de las
microcapsulas y las combinaciones de cepas a condiciones mas extremas de
almacenamiento y transporte. Se obtuvo que las preparaciones de cepas
TUCO-16/TUCO-17 liofilizadas y almacenadas a 25°C durante seis meses
disminuyeron en 2,36 Log y en el caso de la cepa TUCO-4 disminuy6 3,38

Log, con una viabilidad celular final de los sachet de 2,5x108 UFC/g.
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En cambio, el Lote 1 correspondiente a la formulacion de las 2 cepas caninas
liofilizadas a la dosis final, disminuy6 en 3,64 Log y el Lote 2 que tiene las 3
cepas liofilizadas a la dosis final disminuyd en 4,62 Log (Fig. 8a). De este
ultimo se sugiere que la mayor pérdida de viabilidad se asocia a que esta

formulacion, al contener mayor variedad de cepas, genera mayor bioactividad.
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Fig. 8. Evaluacién mensual de la estabilidad de cepas caninas y porcina liofilizadas
y almacenadas a diferentes temperaturas. a) Estabilidad a 25°C, b) Estabilidad a
30°C y c) Estabilidad a 37°C. Lote 1: cepas caninas + FOS/inulina en concentracién
7,5x108 UFC/g; Lote 2: cepas caninas + cepa porcina + FOS/inulina en concentracion
7,5x108 UFC/g.

En la evaluacién de estabilidad a 30°C, la mezcla de cepas caninas liofilizadas
y la cepa porcina liofilizada individualmente, mantienen la viabilidad celular
hasta el sexto mes con una disminucion de viabilidad de 3,05 Log y 5,36 Log
respectivamente. En cambio, los lotes formulados que contienen las tres

cepas pierden viabilidad al cuarto y quinto mes, a esto se debe que las curvas
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de estabilidad estén truncadas (Fig. 8b). Lo mismo ocurre con la estabilidad a
37°C, solo la combinacion TUCO-16/TUCO-17 entregd una minima viabilidad
entre 30-300 colonias por placa al final del ensayo. La cepa TUCO-4 y los
lotes pierden la viabilidad el tercer mes (Fig. 8c).

La estabilidad de los microencapsulados con secado por atomizacion se probo
hasta tres meses a causa de la cantidad limitada para realizar el ensayo. Se
hizo la comparacion con el resto de las formulaciones liofilizadas por la misma
duracion de tiempo y la mezcla de TUCO-16/TUCO-17 liofilizada tiene menor
pérdida de viabilidad lo que se reafirma con la ANOVA bidireccional. Le sigue
la cepa TUCO-16 secada por atomizacion y la cepa TUCO-4 liofilizada (Tabla
7). Se destaca de forma negativa la TUCO-17 secada por atomizacion porque
presentd la minima viabilidad celular desde el primer mes, se sospecha error
humano en el proceso de vacio en los sachets ya que estas microcapsulas no
tienen diferencia en los agentes encapsulantes con la TUCO-16. Para las 30°
y 37°C, la estabilidad se mantiene en los microencapsulados principalmente
liofilizados.

Tabla 7. Estabilidad de las preparaciones microencapsuladas con técnicas de
liofilizado y secado por atomizacién al tercer mes de almacenamiento a diferentes
temperaturas.

Estabilidad al tercer mes (Log) 25°C 30°C 37°C

TUCO-16 (SA) 1,82 515 6,93
TUCO-17 (SA) 703 754 6,18
TUCO-16/TUCO-17 (L) 1,02 2,07 3,70
TUCO-4 (L) 1,84 182 525
Lote 1 (L) 252 466 6,93
Lote 2 (L) 294 521 554

SA: Secado por atomizacion, L: Liofilizado
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8.4. Estudio de estabilidad acelerada

Se realizé un estudio de estabilidad acelerada a temperaturas superiores a
50°C. Se evalué como las microcapsulas obtenidas por liofilizacién soportan
altas temperaturas y se observé como la cepa TUCO-4 es la que presenta
menor tasa de degradacion especifica al presentar una pendiente menor
segun las lineas de regresion calculadas a temperatura de 50°C. Le sigue en
estabilidad acelerada, la mezcla de TUCO-16/TUCO-17 y, por ultimo, el Lote
3 del probidtico formulado con las 3 cepas (Fig. 9). De igual manera se
realizaron los ensayos a 60°C y 70°C, pero perdieron vialidad celular a estas

temperaturas a estabilidad acelerada.

k a 50°C
(1] P
Al . o TUCO-16/TUCO-17
el — LRTUCO-16/TUCO-17
Y BT D TUCO4
£ 3 AU - B, --- LRTUCO4
Z 4l SR S o
o o N ~ -~ Lote3
S -5 i --- LR Lote 3
-6 ~.
74 A A
8 L ; o
0 6 12 18 24
Tiempo (h)

Fig. 9. Evaluacion de la estabilidad acelerada durante el almacenamiento de cepas
caninas, cepa porcina y probiotico formulado a 50°C. Expresado segun valores
logaritmicos de la tasa especifica de degradacion Log N/No frente al tiempo de
almacenamiento a 50°C por 24 h. LR: Linea de regresion, Lote 3: cepas caninas +
cepa porcina + FOS/inulina en c.s.p concentracion 7,5x108 UFC/g.

También se calculo la tasa de degradacién especifica a un k a 25°C usando
los datos de la estabilidad normal, donde TUCO-16/TUCO-17 liofilizado tuvo
un kos de 0,37; le sigue el Lote 1 liofilizado y TUCO-16 secado por atomizacion,
con la misma tasa de degradacion de 0,58; y finalmente esta TUCO-4 con una

tasa de degradacion de 0,62 (Fig. 10). Entonces, la temperatura de
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almacenamiento fue un parametro crucial que afectd la supervivencia de las
cepas, con mayor implicancia sobre los lotes que contienen las 3 cepas que

sobre las microcapsulas de cepas individuales.
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Fig. 10. Evaluacion de la estabilidad acelerada durante el almacenamiento de cepas
caninas, cepa porcina y probidticos formulados a 25°C. Expresado segun valores
logaritmicos de la tasa especifica de degradacién Log N/No frente al tiempo de
almacenamiento a 50°C por 24 h. LR: Linea de regresion; Lote 3: cepas caninas +
cepa porcina + FOS/inulina en concentracion 7,5x10® UFC/g; SA: Secado por
atomizacion.

8.5. Pruebas in vitro: Ensayo de Viabilidad celular y Adhesién.

Las pruebas in vitro fueron realizadas con las cepas liofilizadas y los tres tipos
de mezclas para agentes encapsulantes debido a que la técnica por
liofilizacidn presentd mayor rendimiento, por lo que no continuamos evaluando
las preparaciones obtenidas mediante secado por atomizacion. Durante la
evaluacion de citotoxicidad celular en células caninas (linea MDCK), se

observo que soélo la cepa TUCO-16 formulada en maltodextrina-FOS indujo
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una citotoxicidad significativa a la mayor dosis administrada, con la dosis mas
concentrada de la preparacién recubierta con maltodextrina-inulina, la
viabilidad celular alcanzé un 90%, aunque esta citotoxicidad no resulté
significativa. Para la cepa TUCO-4, con ambas formulaciones evaluadas la
viabilidad disminuyéd a la mayor dosis de tratamiento, aunque esta
citotoxicidad solo resultd significativa para la formulacion FOS-inulina. En
todos los otros tratamientos, incluyendo al control positivo BIOPOWER (PCB),
la estimulacibn con las preparaciones probidticas incremento

significativamente la viabilidad de las células caninas tratadas (Fig. 11).
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Fig. 11. Ensayo de viabilidad en células caninas MDCK tratadas con las
preparaciones probidticas y analizadas mediante MTT. Se evalud la viabilidad de las
células caninas con respecto a los tratamientos con distintas formulaciones y
concentraciones de la (a) TUCO-16, (b) TUCO-17, y (c) TUCO-4 y control probidtico
BIOPOWER (CPB). La viabilidad del control negativo sin tratamiento es del 100%,
por lo que la viabilidad menor al 100% indica citotoxicidad y mayor al 100% indica
aumento de la viabilidad o estimulacién de la proliferacién. M-FOS: maltodextrina-
FOS, M-I: maltodextrina-inulina, FOS-I: FOS-inulina. D2: 1x10® UFC/mL, D3: 1x10’
UFC/mL, D4: 1x10° UFC/mL. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; ****=p <
0,0001.

En los ensayos de adhesion a células intestinales (linea HT29) el control
positivo BIOPOWER presenté una adhesion cercana al 1%, mientras que la
adhesion de las formulaciones para cada cepa en general aumentd en
comparacion a la adhesion de la cepa sin formular. Para la TUCO-16, la

formulacion maltodextrina-inulina aumento significativamente la adhesion en
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comparacion a la cepa sin formular. Para la TUCO-17, las formulaciones
maltodextrina-FOS y FOS-inulina aumentaron significativamente la adhesion
con respecto a la cepa control sin formular. La formulacion FOS-inulina fue la
que presentd un mayor porcentaje de adhesion, mayor al 90%. Para la cepa
TUCO-4, solo la formulacion FOS-inulina presenté un aumento significativo de

la adhesion con respecto a la cepa sin formular (Fig. 12).
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Fig. 12. Ensayo de adhesion a células epiteliales intestinales HT-29. Se evaluo la
adhesion de las diferentes cepas probidticas y sus formulaciones a la linea celular
epitelial intestinal HT-29. C: cepa de control no formulada, M-FOS: maltodextrina-
FOS, M-I: maltodextrina-inulina, FOS-I: FOS-inulina, CPB: control probidtico
comercial BIOPOWER. * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001

8.6. Pruebas in vivo: Ensayo en ratones y perros.

La evaluacion de expresion relativa de citoquinas en el intestino de raton
mostro que la expresidon de TNF-a esta significativamente disminuida en todos
los tratamientos con respecto al control tanto para el grupo del dia 14
(tratamiento) como del dia 21 (post-tratamiento) (Fig. 13a). La expresion
relativa de IL-10 no varié significativamente en los grupos de tratamiento o
post-tratamiento (Fig. 13b). Se observaron resultados similares a TNF- a con

la expresion de IFN-y, donde se observd una disminucion significativa de la

expresion relativa o cambios no significativos para diferentes grupos. Cabe
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destacar que los tratamientos con la cepa TUCO-16 redujeron
significativamente la expresion de IFN-y tanto en los grupos de tratamiento

como post-tratamiento (Fig. 13c).

En cuanto al bazo, la expresion relativa de TNF-a disminuyd
significativamente en todos los tratamientos al dia 14. Por otro lado, para los
grupos de post-tratamiento, sélo TUCO-4 indujo un cambio significativo en la
expresion de esta citocina, que fue un aumento de 2,3 veces (Fig. 14a). Con
respecto a la expresion relativa de IL-10, no se observaron cambios
significativos para todos los grupos de tratamiento y post-tratamiento (Fig.
14b). Finalmente, los analisis de expresion relativa de IFN-y demostraron que,
para los grupos de tratamiento, sélo TUCO-16 indujo un cambio significativo,
que fue una disminucion en la expresion. Por otro lado, para los grupos de
post-tratamiento, s6lo TUCO-17 indujo un cambio significativo en la expresiéon

de IFN-y, que fue un aumento de 1,5 veces (Fig. 14c).

Con respecto a la expresion relativa de los receptores de reconocimiento de
patrones en el intestino, no se observaron aumentos significativos de ningun
receptor evaluado para todos los grupos de estudio en la condicién posterior
al tratamiento (Fig. 15). Por otro lado, la expresion relativa de TLR2 so6lo
aumento significativamente (2,11 veces) en el grupo de tratamiento con
TUCO-17 (Fig. 15a). La expresion relativa de NOD1, s6lo en el grupo de
tratamiento con TUCO-4 indujo un aumento significativo (3,22 veces) de este
receptor (Fig. 15b). Finalmente, no se observaron cambios significativos en la

expresion de NOD2 en ningun grupo de tratamiento (Fig. 15c).
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Fig. 13. Expresion relativa de citoquinas en intestino de ratones tratados con las
cepas probidticas en estudio. Expresion relativa de TNF-a (a), IL-10 (b) e IFN-y (c)
en muestras de intestino de raton, tanto para el dia 14 de tratamiento (Tratamiento)
como para el dia 21 del ensayo (Post-tratamiento, una semana después de terminar
las administraciones de probidticos y controles). La expresion relativa se calculé para
la expresion del gen normalizador de [(-actina. N= 5 animales. Los analisis
estadisticos se realizaron comparando cada condicion con el respectivo control
negativo sin tratamiento (ANOVA unidireccional, método de comparacion multiple de
Dunnett). * = P < 0,05; ** = P <0,01; *** = P < 0,001; ** = P < 0,0001; ns = no
significativo.
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Fig. 14. Expresion relativa de citoquinas en bazo de ratones tratados con las cepas
probioticas en estudio. Expresion relativa de TNF-a (a), IL-10 (b) e IFN-y (c) en
muestras de bazo de raton, tanto para el dia 14 de tratamiento (Tratamiento) como
para el dia 21 del ensayo (Post-tratamiento, una semana después de terminar las
administraciones de probidticos y controles). La expresion relativa se calculé para la
expresion del gen normalizador de B-actina. N= 5 animales. Los analisis estadisticos
se realizaron comparando cada condicion con el respectivo control negativo sin
tratamiento (ANOVA unidireccional, método de comparacion multiple de Dunnett). *
=P <0,05; ** =P <0,01; " =P <0,001; *** =P <0,0001; ns = no significativo.
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Fig. 15. Expresion relativa de receptores de reconocimiento de patrones (RRP) en el
intestino de ratones tratados con las cepas probiéticas en estudio. Expresion relativa
de TLR2 (a), NOD1 (b) y NOD2 (c) en muestras de intestino de ratén, tanto para el
dia 14 de tratamiento (Tratamiento) como para el dia 21 del ensayo (Post-tratamiento,
una semana después de completar las administraciones de probidticos y controles).
La expresion relativa se calculd para la expresion del gen normalizador de 3-actina.
N= 5 animales. Los analisis estadisticos se realizaron comparando cada condicién
con el respectivo control negativo sin tratamiento (ANOVA unidireccional, método de
comparacion multiple de Dunnett). * = P < 0,05; ns = no significativo.
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Con respecto a los ensayos en perros, se trabajo con un N=5 en cada grupo,
a excepcion del grupo 5 de metronidazol y el probidtico a 7,5x10” UFC/g que
tiene un N=4 porque se descartd un paciente por interrupcion del tratamiento.
Para evaluar el estado clinico de sintomatologia durante el tratamiento de 10
dias, cada tutor o tutora registré el comportamiento de las deposiciones
fecales en base a la consistencia y frecuencia de heces segun el sistema de
puntajes previamente definido (Tabla 8 y 9). Los datos de las encuestas fueron
obtenidos en la colaboraciéon con la Universidad Técnica de Cotopaxi de

Ecuador.

Tabla 8. Sistema de puntuacion de consistencia de heces en encuestas diarias en
ensayo en perros.

Escala Consistencia Puntaje
Acuoso, sin textura
Textura y sin forma

Muy humedas y blandas
Superficie himeda
Firmes, pero no duras
Muy duras y secas

DO WN| -

Tabla 9. Sistema de puntuacién de frecuencia de heces en encuestas diarias en
ensayo en perros.

Escala de frecuencia Puntaje

1 vez 1
2 veces 2
3 veces 3
Mas de 3 veces 4

Durante el ensayo se observé que los grupos con administracion de probidtico
en distintas concentraciones como el G2, mejoro la consistencia de las heces
desde el dia 6 y el G3 desde el dia 7. En ambos casos de los grupos de
tratamiento con probidticos, la consistencia final fue mas firme en

comparacion con el grupo control G1 que sélo se le administré antibiotico
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metronidazol (Fig. 16a-b). En el G4, el grupo del control del probiotico
comercial, la consistencia de las heces mejoré progresivamente, con un
puntaje mayor que G1 en el dia 8 (Fig. 16¢). En el caso de los grupos con el
prototipo probidtico y con administracion de antibidticos, la consistencia
mejoro en los dias 9y 7, para G5 y G6 respectivamente, y también puntajes
finales mayores en comparacion al grupo control con sélo metronidazol (Fig.
16d-16e). Finalmente, para G7, el grupo del probidtico comercial y
metronidazol, la consistencia de las deposiciones se mantuvieron constantes
a lo largo del tratamiento, con una consistencia final mayor en comparacién a
G1 al dia 10 del tratamiento (Fig. 16f). Es relevante destacar que el tratamiento
con los probidticos formulados por si solo mejoran la consistencia de las
deposiciones en cuadros de diarrea en promedio al dia 7.

La evaluacién de frecuencia de las deposiciones mostré que, para todos los
grupos, la frecuencia de las deposiciones es menor desde el dia 1 con
respecto al grupo control G1 (Fig. 17). Con G2, el grupo que se le administrd
sblo probidtico mas un protector gastrico, se logré observar la menor
frecuencia para el dia 10 (Fig. 17a). La evolucion de la frecuencia de
deposiciones a lo largo de los tratamientos para los distintos grupos se
mantuvo relativamente constante. Por lo tanto, los tratamientos con estos
probidticos, ya sea solos o con antibiotico, contribuyen a disminuir la

frecuencia diaria de deposiciones.
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Fig. 16. Consistencia de las heces. Puntaje de acuerdo con la consistencia de las
deposiciones, donde se compara el grupo control de tratamiento convencional G1
(metronidazol) con (a) G2 (Probidtico 7,5¢10" UFC/g), (b) G3 (Probidtico 7,5<10°
UFC/g) (c) G4 (Probidtico comercial) (d) G5 (Metronidazol + Probidtico 7,5¢<10"
UFC/g) (e) G6 (Metronidazol + Probiético 7,510 UFC/g) y (f) G7 (Metronidazol +
Probiotico comercial) para los 10 dias de tratamiento. Escala de puntaje: 1= acuoso,
sin textura; 2= tienen textura; 3= muy humedas y blandas; 4= superficie humeda; 5=
firmes, pero no duras; 6= muy duras y secas.
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Fig. 17. Frecuencia diaria de deposiciones. Puntaje de acuerdo con la frecuencia de las
deposiciones, donde se compara el grupo control de tratamiento convencional G1
(metronidazol) con (a) G2 (Probidtico 7,5<10” UFC/g), (b) G3 (Probidtico 7,5¢<108 UFC/g)
(c) G4 (Probidtico comercial) (d) G5 (Metronidazol + Probiotico 7,5<10” UFC/g) (e) G6
(Metronidazol + Probiético 7,510 UFC/g) y (f) G7 (Metronidazol + Probiético comercial)
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3= 2-3 veces al dia; 4= >3 veces al dia.
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Por ultimo, el efecto de la administracion de la formulacidn probidtica sobre la
expresion de marcadores inflamatorios son datos evaluados de forma
preliminar, debido a un N=2 en G2 al momento de la entrega de esta tesis. Se
obtuvo un aumento en la expresién relativa de citoquinas pro-inflamatorias en
el dia 5 de tratamiento. Especificamente la expresidon aumenté para IL-6 de
4.4 veces, para IL-8 de 5.9 veces y para IL-1p de 11.9 veces, mientras que la
expresion de TNF-a no varié y la expresion de IL-10 disminuy6. Para el dia 10
de tratamiento, las expresiones relativas de las citoquinas pro-inflamatorias
disminuyeron con respecto al dia 5, excepto para TNF-a cuya expresiéon no
vario. Ademas, la expresion de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 aumento en
comparacion con el dia 5, con una induccion de 1.4 veces. Entonces, lo que
se observd fue la modulacion positiva en que induce una respuesta pro-
inflamatoria al dia 5 de tratamiento y finalmente, induce una mayor respuesta

anti-inflamatoria para el dia 10 de tratamiento (Fig. 18).

52



)
[

)
N

(3)
N

TNF-a IL-6 IL-8
= 254 - 10+ - 8-
3 g S
O 2.0 - T
3 o 8 O 6
w <@ bl
£ 154 T a6 -
= =~ =~ 44
© ©
T 1.0 2 41 2
= ® ©
© = = 2
T 057 E 2] - E
c o) ) -
G 0.0- 5 0 - 0
@ C D5 D10 o C D5 D10 o C D5 D10
= S S
[ 3 X
|L< w w
d) e)
IL-1B IL-10
— 254 — 2.0
] 8
o 20—' O _ -‘7
= s 18
A 15+ A
= = 1.0
S 101 S
® ® o5
s 5 . ®
c c 1
:% 0- :g 0.0-
2 C D5 D10 2 C D5 D10
1S 1
g S
x X
w wi

Fig. 18. Expresion relativa de marcadores inflamatorios en células mononucleares
de sangre periférica de perros tratados con la formulacion probidtica prototipo.
Expresion relativa de los marcadores (a) TNF-a, (b) IL-6, (c) IL-8, (d) IL-1B e (e) IL-
10. La evaluacion de expresion relativa considerd un N=2 (pacientes del grupo G2),
para los dias 5 (D5) y 10 (D10) de tratamiento. El calculo de tasa de cambio
considero la expresion de OAZ1 como gen normalizador, y el dia 0 de tratamiento
como condicion sin tratamiento o calibrador (C).
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9. DISCUSION

La administracion de probidticos a la dieta de los animales de companiia ha
ido en aumento con el objetivo principal de generar un efecto beneficioso
sobre la microbiota gastrointestinal porque influye en el microambiente
intestinal y ejerce un efecto directo sobre la respuesta inmune, tanto innata
como adaptativa (Anadén et al., 2019). Ademas, los probibticos caninos se
seleccionan por la ausencia de actividad hemolitica, ausencia de genes de
resistencia, producciéon de bacteriocina y acido lactico. También deberian
tener la capacidad de sobrevivir en condiciones gastrointestinales simuladas,
pH bajo, sales biliares y adhesion a los tejidos epiteliales intestinales, efectos
inhibidores del crecimiento de patdogenos comunes y potencial
inmunomodulador (Kumar et al., 2017; KubaSova et al., 2019; Hanifeh et al.,
2021).

La caracterizacion previa de las cepas, como se demuestra en el Anexo 1,
demuestra que las cepas de leche canina TUCO-16 y TUCO-17 presentaron
resistencia al pH acido, sales biliares y pancreatina y un efecto inhibitorio
sobre las cepas patdégenas. Los valores de autoagregacion indican la
capacidad de sedimentaciéon de las cepas, caracteristica relacionada con la
colonizacion de células epiteliales. La coagregacion esta relacionada con la
capacidad de eliminar bacterias como E. coli y Salmonella. Sin embargo, se
coagregan menos que L. casei Shirota y control probidtico comercial
BIOPOWER (CPB). No obstante, al contrastar los resultados de coagregacion
con los resultados de inhibicion sobre patdégenos, encontramos que las cepas

potencialmente probidticas presentan halos de inhibicion mayores a 2 cm
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sobre las cepas patdgenas. Los halos de inhibicién de la cepa de leche porcina
TUCO-4 fueron los mas altos, por lo que se decidi6 incluir el efecto de la cepa
porcina en los siguientes estudios para dilucidar una formulacién multicepa
que entregue la mayor propiedad benéfica posible. Sumado al interés en
estudiar cerdos por ser una especie monogastrica y omnivora como modelo
ideal para estudiar inmunologia intestinal (Pabst, 2020). Los aislamientos del
tracto intestinal de cerdos y heces de perros han mostrado una buena
actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas multirresistentes y
especificamente transmitidas por los alimentos; y excelentes propiedades
probidticas (Lin et al., 2020). Por lo tanto, los probiéticos de multiples cepas
podrian ser mas beneficiosos debido a los efectos entre los aislados
individuales y su sinergismo (Kwoji et al., 2021). Ademas, todas las cepas en
evaluacion y los controles resultaron negativos para hemdlisis y actividad
gelatinasa, con perfiles de resistencia y sensibilidad a antibiéticos similares a
los controles, lo que indica una presunta inocuidad de las cepas, reforzando
su utilidad como probidtico.

En los ensayos que se desarrollaron en esta tesis, las cepas se formularon en
base a un recubrimiento con prebidticos encapsulantes a través de dos
métodos de recubrimiento, como liofilizacion y secado por aspersion de
probidticos. Esto, principalmente, porque los prebidticos evaluados en este
estudio ayudan a preservar la viabilidad celular durante el procesamiento, el
almacenamiento y la digestion gastrointestinal (Liu et al., 2019). Se han
utilizado como crioprotectores en procesos de liofilizacién, los conservantes

de azucar que pueden reemplazar el agua durante la deshidratacion y la
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formacion de estructuras vitreas que ralentizan las interacciones moleculares
dentro del citoplasma.

En base a los resultados obtenidos, el proceso de encapsulacién seleccionado
fue la liofilizacion principalmente por el rendimiento promedio de 90,9 % con
una viabilidad superior a 1x10° UFC/g. Con respecto a las microcapsulas, y
en especifico a la comparacion de las técnicas, podemos decir que, utilizando
la técnica de liofilizado se obtuvo microcapsulas que resisten procesos de
almacenamiento de hasta seis meses. La tasa de degradacién de las cepas
liofilizadas esta dentro de los valores que podemos encontrar en la literatura,
hasta con menor tasa de degradacion especifica (Lapsiri et al., 2012). Se
demostré que cuanto mas lisa es la superficie de las microcapsulas, mas
fuerte se comporta ésta frente a las condiciones destructivas, y cuanto mas
rugosa y porosa la superficie, resulta menos resistente (Martin et al., 2015;
Sipailiené and Petraityté, 2018). En cambio, las microcapsulas obtenidas por
secado por atomizaciéon presentaron concavidades debido a la rapida
evaporacion del liquido atomizado, situacion que se ha observado en estudios
anteriores con Lactobacillus sp. En este caso haria que las particulas fueran
mas fuertes contra la fractura mecanica y la difusion de solutos, pero aun asi
se obtuvo baja viabilidad y bajo rendimiento en el proceso. La pérdida de
viabilidad se explicaria por a las altas temperaturas de entrada y al estrés
osmotico durante la deshidratacion en este método de secado (Reyes et al.,
2018; Misra et al., 2021).

En términos tecno-economicos la liofilizacion esta restringida a altos costos

de operacién, que son hasta 50 veces mas que el secado por atomizacion y
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también por tiempos de procesos prolongados. Esto limita su aplicacion a
ingredientes termosensibles como células viables sensibles al calor
(Rezvankhah et al., 2020). La ventaja principal del secado por atomizacion es
su mayor escalabilidad y que se puede operar de forma continua, lo que
requiere un control y ajuste adecuado de los parametros del procesamiento
para lograr la viabilidad deseada (Misra et al., 2021). Por motivos de la
duracion de esta tesis, no se profundizé en seguir modificando los parametros
y de igual manera seria relevante intentar con otros agentes encapsulantes
porque se ha planteado que la modificacién de medio y agentes reduciria el
costo economico (Yudiastuti et al., 2022).

En los ensayos de citotoxicidad y adhesion a células epiteliales, solo una
formulacion a la concentracion mas alta (1x108 CFU/mL) mostré una
citotoxicidad significativa en células caninas. Sin embargo, para todas las
demas cepas, formulaciones y concentraciones, la viabilidad permanecio en
el 100 % o aument6 hasta un 250 %. Se considera citotdxico si esta por bajo
del 70% (Oliveira-Alcantara et al.,, 2020). Precisamente la formulacion
maltodextrina-inulina no indujo citotoxicidad en todos los casos evaluados
(diferentes cepas, diferentes concentraciones). En los ensayos de adhesién
celular, la cepa que mostr6 mayor adhesion a las células epiteliales
intestinales humanas fue la TUCO-17 con el recubrimiento de FOS-inulina,
seguida de la cepa TUCO-16 con el recubrimiento de maltodextrina-inulina.
Todas las cepas presentaron alta adherencia, a diferencia del control
comercial. Esta caracteristica de adhesion bacteriana a la mucosa intestinal

es esencial para preferir cepas para el uso de probidticos debido a la
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colonizacion efectiva y una mayor interaccion con el epitelio del huésped y su
sistema inmunolégico. Debido a todo lo anterior es que se descartan
formulaciones y se demuestra que las 6ptimas formulaciones son FOS-inulina
para TUCO-17 y TUCO-4; y maltodextrina-inulina para TUCO-16, utilizando
las concentraciones de 107y 108 UFC (Alp and Kuleasan, 2019; Hanifeh et al.,
2021).

Con respecto al efecto probidtico in vitro, varios estudios sugieren la
desregulacion de marcadores de respuesta inmune innata inducida como
TNF-a e IL-8 y receptores de reconocimiento de patrones (RRP) como NOD-
2 y TLR2 estan en enfermedades inflamatorias como la enfermedad
inflamatoria intestinal canina (Ell) (Peiravan et al., 2018; Konstantinidis et al.,
2021) y Enteropatia cronica (EC) (Eissa et al., 2019), donde se demostré el
efecto regulador de probidticos sobre todos estos factores (Xu et al., 2019b;
Zhang et al., 2021; Raheem et al., 2022). En nuestro estudio, los probioticos
mostraron una funcion inmunomoduladora preliminar in vitro, promoviendo un
aumento significativo en la expresion de citoquinas proinflamatorias y
receptores de reconocimiento de patrones. Los tratamientos con las diferentes
formulaciones de probidticos y el recubrimiento de control redujeron
significativamente la expresion de marcadores proinflamatorios en el intestino
y el bazo de los ratones. Este efecto se observa durante el tratamiento con las
formulaciones y también después de una semana de haber terminado los
tratamientos. Por otro lado, los resultados de la expresion relativa de los RRP
sugieren que el receptor TLR2 podria reconocer los patrones moleculares de

TUCO-17 que son principalmente responsables de la respuesta anti-
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inflamatoria, y el receptor NOD1 podria reconocer la cepa TUCO-4 encargada
de una respuesta pro-inflamatoria, siendo la formulaciéon multicepa una
estrategia prometedora que puedan lograr tanto la memoria inmunoldgica
como la tolerancia. Los resultados también sugieren que los receptores
evaluados no estarian involucrados en el reconocimiento de TUCO-16, siendo
el reconocimiento y activacion de estos receptores sélo durante los dias de
tratamiento con los probidticos (Refeld et al., 2020; Fernandez-Garcia et al.,
2021).

De forma preliminar, se plantea que los resultados del ensayo in vivo en perros
que nos da una idea del potencial probidtico al mejorar la consistencia y
frecuencia de las heces (resolviendo sintomatolégicamente la diarrea desde
el dia 6 de tratamiento), induce una respuesta pro-inflamatoria al dia 5 de
tratamiento, y finalmente induce una mayor respuesta anti-inflamatoria para el
dia 10 de tratamiento. Las evidencias también sugieren que el uso de este
formulado disminuye la diarrea sin el uso de antibiéticos. Adicionalmente, los
resultados sugieren que estos efectos ocurren tanto en los tratamientos con
la formulacion prototipo, como para los co-tratamientos con metronidazol a

una concentracién de 7,5«10” UFC/g (Rose et al., 2017; Pignataro et al., 2021).
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10. CONCLUSION

En conclusion, los estudios in vitro e in vivo realizados demuestran el potencial
probiotico de cepas aisladas de leche canina (TUCO-16y TUCO-17) y porcina
(TUCO-4) en un formulado probiético combinado de las tres cepas como
componentes activos a una concentracion de 7,5<10” UFC/g, por la técnica de
liofilizacién.

Este probidtico multicepa presenta efecto no citotdéxico y adhesion al intestino,
modula positivamente marcadores de la respuesta inmune pro-inflamatorios
(IFNy, TNFa, NOD1 y NOD2) y anti-inflamatorios (IL-10, TLR2). De forma
preliminar disminuye la diarrea en presencia y ausencia de antibioticos.
También mejora de la consistencia y frecuencia de heces en perros con

enfermedades gastrointestinales.
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11. GLOSARIO

AAGS - Signos gastrointestinales asociados a los antibidticos
BAL - Bacterias productoras de acido lactico

CMI - Concentracion minima inhibitoria

CPB - Probidtico comercial BIOPOWER

EFSA - Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
Ell - Enfermedad inflamatoria intestinal canina

FOS - Fructooligosacaridos

IFNy - Interferbn gamma

IL-1B - Interleuquina 1 beta

IL-6 - Interleuquina 6

IL-8 - Interleuquina 8

IL-10 - Interleuquina 10

NLR - Receptores tipo NOD

NOD - Dominio de oligomerizacién de nucleotido
RRP - Receptores de reconocimiento de patrones
OAZ1 - Antizima 1 de ornitina descarboxilasa

TLR - Receptores tipo Toll

TNFa - Factor de necrosis tumoral alfa

UFC — Unidad formadora de colonia
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13. ANEXOS

ANEXO 1: Caracterizacion de cepas probiéticas en Facultad de Ciencias
Veterinarias.

Los siguientes resultados estan en proceso de publicacion. Las cepas fueron
estudiadas en funcion de sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas
segun tincion de Gram, morfologia de colonias y prueba de catalasa. También
se examinaron sus caracteristicas funcionales segun la resistencia a sales
biliares (Oxgall 0,5y 5,0 % p/v), NaCl (2, 6 y 9,0 % p/v), pancreatina (0,5, 1,0
y 2,0 % p/v) y a acido (pH 3). Se utilizaron como control positivo el aislamiento
de la cepa L. acidophilus del probidtico comercial BIOPOWER (CPB) para
mascotas y la cepa Lacticaseibacillus casei Shirota para consumo humano.
Todas las cepas demostraron ser Gram positivas, morfologia bacilar y
negativo para la prueba de deteccidn de catalasa. Las caracteristicas
funcionales de las cepas demostraron resistencia a las condiciones gastricas
menos la cepa control SHIROTA que no presento resistencia a sales biliares
y en el caso de CPB, presento caracteristicas similares a las ya mencionadas

(Tabla I).

La accion contra cepas patdogenas se analizé en agar soft o agar semisolido
segun halos de inhibicion. Los patogenos bacterianos utilizados en este
estudio fueron Clostridium perfringens NCTC 13170, cepas de E. coli ATCC
25922, una cepa de E. coli enterotoxigénica (ETEC), un aislado de Salmonella
sp. y Salmonella entérica ATCC 13076. Todas las cepas presentaron accion
inhibitoria. Las cepas de origen canino mostraron una mayor accion de

inhibicion a patogenos que los controles. Se destaca la alta accién inhibitoria
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de la cepa de origen porcino (TUCO-4) sobre todas las cepas de E. coli y

Salmonella (Tabla Il).

Tabla I. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y resistencia de las cepas
aisladas desde leche canina, leche porcina y cepas control.

Cepas Caracteristicas Morfo Cata Sales NaCl Pancrea pH
macroscopicas logia lasa Dbiliares (% plv) tina 3,0
(colonia) (% plv) (% plv)

TUCO-16 Blancas y Bacilar - 05-50 20-90 05-20 +
bordes lisos

TUCO-17 Blancas y Bacilar - 05-50 20-90 05-20 +
bordes lisos

TUCO-4 Perladas y Bacilar - 05-50 20-90 05-20 +
bordes lisos

L. casei Blancas y Bacilar - NHD 20-90 05-20 +

Shirota bordes lisos

L. Perladas y Bacilar - 05-50 20-90 05-20 +

acidophilus  bordes lisos

(CPB)

Tabla Il. Promedio de los halos de inhibicién (diametros en mm) de las cepas aisladas
desde leche canina, leche porcina y cepas control.

Cepas C. E. coli ETEC Salmonella Salmonella
perfringens ATCC sp. entérica
13076
TUCO-16 47,0 £ 2,4nc 277+20a 27,727 243+20a 26,3+0,8
TUCO-17 46,2 £ 2,4y 31,7+25. 255+08 253+16s 255123
TUCO-4 36,0+ 1,3, 485+154 345+21¢ 387+19 383+19

L. casei Shirota 48,8 £ 1,0c 26,305 205+08. 232+08. 21,3%0,8.
L. acidophilus 46,7 + 1,0pc 285+14p 26,3+0,80c 24,8+0,8a0 24,8+1,3p
(CPB)

Las cepas se analizaron en cuanto a sus capacidades de autoagregacion y
coagregacion. Estas caracteristicas estan relacionadas con la adherencia de
las cepas, tanto en sus capacidades para formar biopeliculas
(autoagregaciéon) como en la adherencia a bacterias patdégenas
(coagregacion) para interrumpir la colonizacion de patdgenos. A pesar de que

no coagregan tanto como las cepas control, al contrastar los resultados de
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coagregacion con los resultados de inhibicion sobre patdgenos, encontramos
que las cepas potencialmente probidticas presentaron altos halos de inhibicion
sobre las cepas patdogenas mayores de 2 cm, a pesar de que la coagregacion

no es alta (Tabla IlI).

Tabla Ill. Promedio del porcentaje de autoagregacion y coagregacion de las cepas
potencialmente probidticas seleccionadas.

Cepas % % coagreg. en 24 h
autoagreg. C. ETEC E. coli E. coli Salmone
en24 h perfringens ATCC ATCC Ila sp.
13076 25922

TUCO-16 30,39 14,3 26,82 14,03 26,39 18,63
TUCO-17 30,39 13,0 29,72 18,75 29,54 22,02
TUCO-4 20,00 14,7 22,81 13,27 29,24 22,68
L. casei 33,64 55,3 34,28 31,41 34,11 30,00
Shirota
L. 52,47 33,0 33,49 27,88 40,57 17,79
acidophilus
(CPB)

También se analizaron segun inocuidad presuntiva, en agar sangre de cordero
para observacion de hemolisis, gelatinasa para la observacion de licuefaccidon
de gelatina por gelatinasas, y también, sus perfiles de
resistencia/susceptibilidad a antibidticos, utilizando sensidiscos de amikacina,
amoxicilina, ciprofloxacina, gentamicina, eritromicina, metronidazol, penicilina,
tetraciclina y vancomicina en agar MRS. Ninguna cepa seleccionada presento
halo de hemdlisis en agar sangre de cordero. Todas las cepas resultaron
negativas para la prueba de gelatinasas. En general, presentaron perfiles de
resistencia muy parecidos a CPB y todas las cepas fueron sensibles a

amoxicilina, eritromicina, penicilina y tetraciclina.
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TABLA IV.: Inocuidad presuntiva de las cepas aisladas.

Cepas Hemdlisis Gelatinasas Resistencia Sensibilidad

TUCO-16 - - AK, CN, MTZ, VA AMX, E, PEN, TC
TUCO-17 - - AK, CN, MTZ, VA AMX, E, PEN, TC
TUCO-4 - - AK, CIP,CN, MTZ, VA AMX, E, PEN, TC

AK, CIP, CN, MTZ, VA AMX, E, PEN, TC
AK, CIP, CN, MTZ, VA AMX, E, PEN, TC

L. casei Shirota
L. acidophilus
(CPB)
(-): reaccion negativa, AK: amikacina; AMX: amoxicilina; CIP: ciprofloxacino;
CN: gentamicina; E: eritromicina; MTZ: metronidazol; PEN: Penicilina; TC:
Tetraciclina; VA: vancomicina.

Las cepas seleccionadas, con morfologia bacilar y catalasa negativas fueron
identificadas mediante PCR convencional para la determinacion de género
Lactobacillus utilizando los primers LbG (forward: 5
AGAAGAGGACAGTGGAAC, y reverse: 5 TTACAAACTCTCATGGTGTG). El
ADN fue extraido segun las indicaciones del proveedor del kit comercial Mo
bio. Como control positivo se utilizé al probidtico comercial Lacticaseibacillus
casei Shirota y como control negativo se utilizo la cepa S. Aureus ATCC 29213
(Singh and Ramesh, 2009). La identificacion dio que las cepas TUCO-4,

TUCO-16 y TUCO-17 como cepas del género Lactobacillus.
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ANEXO 2: Consentimiento Informado.

FACULTAD DE
CIENCIAS
BIOLOGICAS

Universidad de Concepcion

CONSENTIMIENTO INFORMADO

POR EL PRESENTE DOCUMENTO YO,....c.iuiiiiiiiiiiiiiiiii e
AUTORIZO A REALIZAR EL PROCEDIMIENTO DE TRATAMIENTO PARA DIARREA
AGUDA CANINA MEDIANTE EL PROYECTO “FORMULACION PROBIOTICA
DERIVADA DE CEPAS NATIVAS DE PERRO USADA COMO COMPLEMENTO EN EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES DE MASCOTAS”
QUE CONSISTE EN LA ADMINISTRACION DE UN PROBIOTICO EXPERIMENTAL
POR 10 DIAS CON CONTROLES Y TOMA DE MUESTRA DE SANGRE LOS DIAS 0, 5
Y 10 DEL TRATAMIENTO. EL INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROYECTO ES
PAULA BULDRES INZUNZA, CONTACTO +56972752149.

NOMBRE DEL PACIENTE: .. .ot

1. DECLARO QUE LOS MEDICOS TRATANTES ME HAN EXPLICADO
COMPLETAMENTE LA NATURALEZA Y FIN DEL PROCEDIMIENTO.
TAMBIEN ME HAN INFORMADO DE LOS BENEFICIOS, COMPLICACIONES Y
RIESGOS QUE SE PUEDAN PRODUCIR.

2. SI DURANTE LA HOSPITALIZACION Y/O PROCEDIMIENTO SE
PRESENTASEN IMPREVISTOS QUE PUSIERAN EN PELIGRO LA VIDA DE MI
MASCOTA, CONSIENTO EN LA REALIZACION DE LOS TRATAMIENTOS Y/O
PROCEDIMIENTOS ADICIONALES QUE EL MEDICO ESTIME CONVENIENTE.

3. FINALMENTE, YO CONFIRMO TENER CONOCIMIENTO DE TODO LO
ANTERIORMENTE EXPUESTO Y ME COMPROMETO A SEGUIR LA
RECOMENDACIONES DE CUIDADOS PRE 'Y POST-TRATAMIENTO QUE SE
ME HAN EXPLICADO.

FIRMA PROPIETARIO Y/O RESPONSABLE R.U.T.
FECHA:
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