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RESUMEN

En estudios previos, la adicion de leche caprina (LC) a una dieta de renutricién, mostro claras ventajas en la
recuperacion de un modelo murino de desnutricién. Nichos caprinos del NOA contienen flora lactica con
especies de interés tecnoldgico y probidtico. Lactobacillus casei CRL 1506, aislado de LC, estimula la respuesta
inmune innata y adaptativa de manera dosis-dependiente. Objetivos: disefiar fermentos probidticos con bacterias
lacticas aisladas de LC, para desarrollar una leche fermentada caprina probidtica (LFP) y estudiar su efecto sobre
pardmetros nutricionales y hematoldgicos alterados en un modelo murino de desnutricion. Mediante un disefio
factorial aleatorizado se selecciond como cultivo iniciador: Streptococcus thermophilus CRL 806 y 728 y como
adjunto: L. casei CRL 1506 por sus propiedades inmunomoduladoras. Segun la cinética de acidificacion, analisis
microbiolégico, produccion de diacetilo+acetoina y caracteristicas reoldgicas de LFP, se definié una relacion
coco-bacilo 4:1, alcanzandose 1,6 10° UFC/ml del probiético (4h-42°C). Durante el almacenamiento, LFP
mantuvo buen flavor y constantes: acidez, viabilidad probidtica y caracteristicas reoldgicas. Para evaluar su
efecto, ratones albino-suizos desnutridos al destete con una dieta hipoproteica (D) fueron renutridos durante 7 y
14d con: Dieta balanceada convencional (DBC); DBC mas L.casei CRL 1506 (10°UFC/ratén/d) (DBC+Lc); o
DBC+LFP. Al final de cada tratamiento se determiné: Peso corporal (PC) y timico (PT); Proteinas séricas;
Hemograma; Medulograma; Actividad protrombinica; Tiempo tromboplastina parcial activado y Fibrindgeno
(mg/dl). Todas las dietas incrementaron significativamente el PC de los D. Proteinas séricas y PT se recuperaron
en 7d s6lo con DBC+LF. ElI n° de leucocitos/L aument6 significativamente (p<0.05) en DBC+LFP
(Normal:6,90+0,15;D:2,95+0,18; DBC7d:2,98+0,08;,DBC+Lc7d:3,35+0,08;DBC+LFP7d:5,78+0,11).

El medulograma mostr6 un pico en el % de mielocitos en todos los grupos tratados
(N:4,6+0,8;D:2,7+1,6;DB7d:23,5+3,4; DB+Lc7d:28,8+3,2;DB+LFP7d:25,5+4,1). Los parametros hemostaticos
se normalizaron en 7d s6lo con DBC+Lc y DB+LFP. Se desarroll6 una LFP capaz de acelerar la recuperacion de
parametros nutricionales y hematoldgicos alterados por la desnutricion.

INTRODUCCION

En la industria lechera, se introducen cada afio nuevos productos lacteos fermentados, que son requeridos por
sus beneficios preventivos y terapéuticos como “alimentos funcionales”. Dentro de los cuales, los probi6ticos
ocupan un lugar relevante en el mercado de alimentos por sus efectos benéficos, como inmunomodulacion, accion
hipocolesterolémica, proteccion frente a infecciones, capacidad de renutricién y normalizacién de la respuesta
inmune (Perdigén, 1995; Taranto, 2003; Alvarez, 2001; Villena, 2005). El uso de leche de pequefios rumiantes
representa una innovacion en la manufactura de productos lacteos. La leche de cabra (LC) tiene caracteristicas que
le otorgan ventajas con respecto a la de vaca como ser: baja capacidad bufferante, mejor digestibilidad, mayor
eficiencia energética, y mayor contenido de selenio, con propiedades antioxidantes (Stark, 1988,
Tantibhedhyangkul, 1978; Coveney, 1985).

La malnutricion proteica es la causa méas comun de inmunodeficiencia secundaria en el mundo. Esta conduce a
un estado de inmunosupresion, observandose alteraciones en el timo y médula 6sea. Demostramos que la adicién
de LC a una dieta de renutricion, tiene claras ventajas con respecto a la de vaca, en la recuperacion de los
pardmetros bioquimicos e inmunoldgicos alterados en un modelo murino de desnutricion. Esta ventaja se refleja
en un rapido aumento del peso corporal, incremento de proteinas séricas totales y transferrina, correccion parcial
de cantidad y estado madurativo de leucocitos de sangre periférica y un mayor efecto protector contra infecciones
intestinales (Aguero, 2004). Ademas se sabe que, el sistema inmune (SI) participa en la defensa del huésped en
intima relacion con el de la coagulacién, a través de un controlado circuito de sefiales (Opal, 2003) mediadas por
citoquinas. Teniendo en cuenta que algunas bacterias lacticas y productos lacteos fermentados son capaces de
influenciar la produccion y balance de citoquinas (Racedo, 2006), seria posible que un alimento funcional con
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bacterias lacticas que afecte positivamente al Sl, influencie también sobre el sistema hematopoyético y
hemostético.

Los nichos caprinos del NOA contienen flora lactica con especies de interés probi6tico y tecnoldgico
adaptadas a dicha materia prima. Demostramos que Lactobacillus casei CRL 1506, aislado de LC, es capaz de
estimular la respuesta inmune innata y adaptativa en forma dosis-dependiente. Asi, las ventajas nutricionales de la
LC, unida a las propiedades probidticas de L. casei CRL 1506 constituyen un importante recurso, dirigido a la
prevencion y/o recuperacion de la desnutricion.

De acuerdo a estos antecedentes, el objetivo fue disefiar fermentos probidticos con bacterias lacticas aisladas
de LC, para desarrollar una leche fermentada caprina probiotica (LFP) y estudiar su efecto sobre parametros
nutricionales y hematoldgicos alterados en un modelo murino de desnutricion.

MATERIALES Y METODOS

Desarrollo de LFP. La LC cruda provista por INTA-Leales fue analizada en su composicion de proteinas y
grasas (EKOMILK), y sometida a pasteurizacion alta (15min-85°C). Se empleé como cultivo iniciador:
Streptococcus thermophilus CRL 806 y CRL 728, y como adjunto: L. casei CRL 1506, cuya capacidad de
estimular el SI se determind en una etapa previa a este estudio.

Se seleccion6 la combinacion de fermentos utilizando un disefio factorial aleatorizado. La fermentacion se
realiz6 37 y 42°C durante 4h, determinandose la cinética de acidificacion (pH, acidez Dornic) y tiempo de
coagulacion. Durante el almacenamiento (4°C, 10 dias) se evalud: Cinética de acidificacion; Analisis
microbiolégico; Produccion de diacetilo+acetoina; Caracteristicas reoldgicas de LFP.

Efecto de LFP en desnutricion. Se utilizaron ratones albino-suizos desnutridos (D) al destete con una dieta
hipoproteica y renutridos durante 7 y 14 dias con: Dieta balanceada convencional (DBC), DBC + L. casei CRL
1506 (10°células/raton/dia) (DBC+Lc) y DBC+LFP. El grupo control normal (CN) recibi6 la DBC ad libitum. Al
final de cada tratamiento, se determinaron: Pardmetros nutricionales: Peso corporal, Peso del timo, Proteinas
séricas totales y albumina; Parametros hematoldgicos: Hemograma, Estudio citomorfologico de médula 0sea,
Parametros hemostaticos: Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (APTT), Tiempo de Protrombina (TP),
Dosaje de fibrindgeno(mg/dl).

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo de LFP.

Composicién de la LC: pH=6,78 + 0,02; Proteinas=3,64 + 0,14 g%; Grasas=4,24 + 0,76 g%.

Cinética de Acidificacion. L. casei CRL 1506 como cultivo adjunto permitié acelerar la fermentacion. Se definid
una relacion coco-bacilo 4:1. La combinacién S. thermophilus CRL 806 0,90% + S. thermophilus CRL 728
0,10%, logré la estabilidad del pH y °D durante el almacenamiento a 4°C.

Anaélisis Microbioldgico. El recuento total de bacterias se mantuvo constante en los productos realizados a 42°C.
La combinacién S. thermophilus CRL 806 0,90% + CRL 728 0,10%+ L. casei CRL 1506 0,25%, permitid
alcanzar 6,8 y 6,2 log UFC/mI del probidtico con 4 h de fermentacion a 37°C y 42°C respectivamente. Ademas
fue la Unica que mantuvo su viabilidad durante el almacenamiento.

Produccion de diacetilo-acetoina fue positiva para todos los fermentos empleados.

Caracteristicas reoldgicas de LFP (desuerados y consistencia) no fueron alteradas por la adicién del cultivo
probidtico del producto realizado a 42°C.

Se obtuvo una LFP utilizando como fermento: S. thermophilus CRL 806 0,90% + S. thermophilus CRL 728
0,10%+ L. casei CRL 1506 0,25%. El proceso se realizé a 42°C-4 hs, obteniendo un producto de buen flavor,
consistencia y acidez adecuadas, y ausencia de desuerado y viabilidad del cultivo probidtico constante durante
el almacenamiento.

Eficiencia de LFP en desnutricion.

Peso corporal y de timo. Todas las dietas ensayadas permitieron la recuperacion del peso corporal de D, sin
diferencia significativa con o sin el agregado de L. casei o LFP. La atrofia del timo observada en D fue
revertida por todas las dietas ensayadas. LFP permiti6 a los 14d un aumento significativo de este parametro,
con respecto a las otras dietas empleadas (p<0,05) (Tablal). (CN: 44,2+0,5 mg).

Tabla 1. Peso Corporal y Peso de Timo
Grupos BCD BCD + Lc BCD + LFP
experimentales 7d 14d 7d 14d 7d 14d
Incremento de Peso Corporal % | 95,2+10,8 | 230,5+12,5 | 109,5+14,6 | 252,0+27,4 | 120,5+12,2 | 236,8+15,4
Peso de timo mg 57,9+12 | 75,8+11,5 | 69,3+10,8 | 83,1+10,3 | 65,1+14,3 | 114,1+10,1
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Proteinas séricas. La desnutricion indujo un descenso significativo de la concentracion de proteinas totales y de
albimina. DBC+Lc y DBC+LFP corrigieron los niveles de estas proteinas a los 7d de renutricion, mientras que

DBC requiri6 14d para su normalizacién (Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas séricas
G(upos CN D BCD BCD + Lc BCD + LFP
experimentales 7d 14d 7d 14d 7d 14d
Totales g/dI 5,40+0,35 | 2,90+0,36 | 4,00+0,14 | 6,10+0,14 | 5,10+0,35 | 5,30+0,35 | 5,05+0,21 | 4,77+0,23
Albumina g/dl 2,67+0,06 | 2,08+0,13 | 2,13+0,01 | 2,45+0,01 | 2,48+0,05 | 2,98+0,04 | 2,46+0,07 | 3,25+0,12

Pardmetros hematimétricos.

Los D presentaron un marcado descenso (p<0,05) del n° de leucocitos

(N=6,9+0,3;D=2,9+0,5) y valores de hemoglobina (N=13,2+1,2;D=9,9+1,8). La renutricion con DBC+Lc y
DBC+LFP normalizé los recuentos de leucocitos totales (7dDBC+Lc=5,9+0,5;7d DBC+LFP=6,9+0,5), de
neutréfilos y de linfocitos a los 7d (Fig 1), sin diferencias significativas entre ambas dietas. La administracién
de DBC sola, no logr6 normalizar este pardmetro durante todo el periodo estudiado. Todas las dietas
permitieron la recuperacion de los valores de hemoglobina, siendo méas temprano el efecto de la

suplementacion con L. casei o LFP.

Recuento diferencial de células de médula dsea. Se observo un incremento significativo del % de mielocitos en
todos los grupos renutridos, superando los valores normales. La administracion de DBC+Lc y DBC+LFP
indujo un incremento relativo de promielocitos y blastos a los 7d de tratamiento (Fig 2). Todas las dietas
normalizaron a los 14d el n° de eritroblastos, disminuido por la desnutricion.

Pardmetros hemostaticos. La deficiencia de proteinas produjo un descenso del % de actividad protrombinica, que
se normaliz6 a los 7d con BDC+Lc 0 BDC+LFP. Probablemente, las bacterias lacticas mejorarian la absorcion
y produccion de vitamina K, favoreciendo la y-carboxilacion de los factores de la coagulacion involucrados en
la via extrinseca de la coagulacién, evaluada en esta determinacion. Los D presentaron valores prolongados de
APTT, los cuales se normalizaron con todas las dietas de renutricién. La disminucién de la concentracion de
fibrindgeno inducida por la desnutricion (p<0,05), fue revertida a los 7d con DBC+Lc y DBC+LFP (Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros Hemostaticos

Grupos CN D BCD BCD + Lc BCD + LFP
experimentales 7d 14d 7d 14d 7d 14d
TP % 97,1+4,8 15,7+2,7 60,0+0 78,6+3,6 95,0+5,8 65,7+3,7 90,0+0 85,0+7,1
APTT seg 33,316 | 49,5+34 26,6+1,1 25,4429 22,5+1,7 26,743,1 25,2+0,3 28,0+1,4
Fgno mg/dl 277,6+29,2 | 176,645,8 | 214,0+24,5 | 291,1+18,4 | 340,5+24,8 | 313,6+23,0 | 266,5+14,8 | 272,5+23,3

Por lo tanto se ha desarrollado una leche fermentada probidtica utilizando LC como materia prima, la cual,
administrada como suplemento de una dieta de renutricion, redujo el tiempo de necesario para la recuperacién de
los parametros nutricionales y hematoldgicos alterados por la desnutricion. Ademas la suplementacion con LFP
fue la més eficiente de las dietas ensayadas, en la recuperacion del peso del timo, lo que tendria importancia en la

inmunidad celular afectada por la desnutricion.

La importancia de este trabajo radica en que, un producto de estas caracteristicas permitiria una mayor
eficiencia en la recuperacién de pardmetros nutricionales y hematolégicos, y en la modulacion de los mecanismos
implicados en enfermedades que involucran la interrelacion inflamacion-hemostasia.
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