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Materiales y Métodos: Las cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo fueron: N2 variedad Bristol (cepa
silvestre), CL2006 (expresa el péptido AB humano incompleto en el musculo, sintomas atenuados), GMC101
(expresa el péptido AR humano completo en el musculo, sintomas agudos) y CL2355 (expresion en neuronas
glutamatérgicas del péptido AB humano). Para determinar el efecto del probidtico sobre gusanos con EA, en
primer lugar se realizaron seguimientos por microscopia de fluorescencia de la neurodegeneracion debido al
envejecimiento de gusanos salvajes alimentados con probidticos o con la cepa no probidtica Escherichia coli
OP50 como control utilizando el colorante liposoluble Dil (tife de color rojo fluorescente las neuronas
glutamatérgicas). Luego, se realizaron ensayos de longevidad, de paralisis y de quimiotaxis de las cepas
modelo de EA del nematodo alimentado con el probidtico DG101 o con la cepa no probidtica de Escherichia coli
OP50.

Resultados: Los gusanos silvestres alimentados con la cepa DG101 demostraron un retraso significativo en la
neurodegeneracion comparado con los gusanos N2 alimentados con la cepa OP50. Los gusanos CL2006,
alimentados con el probiético DG101 aumentaron su longevidad saludable significativamente en comparacion
con los gusanos alimentados con la cepa no probidtica OP50. La cepa de C. elegans GMC101 alimentada con
DG101 no mostrd paralisis en todo el experimento en comparacion con los gusanos alimentados con células de
la cepa OP50. En experimentos de quimiotaxis, la cepa CL2355 alimentada con DG101 mostré una mejor
eficiencia para llegar a la ubicacidén del quimioatractanta diacetilo (0,5%) o alcohol isoamilico (0,1%) o NaCl
(125 mM), que los gusanos CL2355 alimentados con células de la cepa OP50. Curiosamente, todas las cepas
modelos de EA de C. elegans alimentados con DG101 se comportaron como la cepa N2 de C. elegans de tipo
salvaje o silvestre, lo que indica una prevencion completa del desarrollo de EA en los gusanos transgénicos.

Conclusiones: En conclusion, B. subtilis DG101 representa un aditivo alimentario prometedor para la
prevencion y tratamiento de la EA en seres humanos.
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Introducciéon y Objetivos: Polifosfato inorganico (polyP) es un polimero lineal compuesto por decenas o
cientos de residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidridos de alta energia, que se encuentra
presente en todos los seres vivos. Numerosas funciones bioldgicas son atribuidas a polyP, entre las que
podemos destacar reservorio de energia y fosfato, quelante de metales, tampdn contra alcali y ajustes
fisioldgicos durante el crecimiento, desarrollo y estrés. La acumulacion de polyP por algunos géneros
bacterianos, tanto Gram negativos como Gram positivos, es dependiente de la concentracion de Pi del medio de
cultivo. En trabajos previos, se ha demostrado mediante microscopia electrénica de transmision y fluorescencia
que el inmunobidtico L. rhamnosusCRL1505 (CRL1505) es capaz de acumular en su citoplasma polyP. En base a
lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la concentracion de Pi del medio de cultivo
sobre la acumulacion de polyP por L. rhamnosus CRL1505.

Materiales y Métodos: El inmunobidtico CRL1505 fue cultivado en medio MCM con diferentes concentraciones
de Pi [9,2 g/L (MCM) y 0,64 g/L (MCM-)] a 37°C y se determinaron parametros de crecimiento (recuento en
placa) y acidificacion (pH) a las 24 hs de fermentacidn. Las células fueron cosechadas en fase estacionaria de
crecimiento (20 hs) a fin de comparar la acumulacion de polyP mediante tincién especifica para polyP
(coloracion de Neisser) y cuantificacion de fosfatos solubles intracelulares (técnica espectrofométrica). Para
estimar el PM de polyP acumulado por CRL1505 se empled la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE), utilizando como marcador de PM un polyP sintético constituido por 45 residuos de
ortofosfato (PM 4748 Da). Asimismo, mediante RT-PCRse evalud la funcionalidad de los genes (ppk, ppx1l y
ppx2) que codifican para las enzimasque participan en el metabolismo de polyP en ambas condiciones de
cultivo.

Resultados: El crecimiento de CRL1505 fue ca. 0,5 unidades logaritmicas mayor en los cultivos MCM respecto
a MCM- (9,03 £ 0,13 log UFC/mL y 8,68 = 0,18 log UFC/mL, respectivamente).No se observaron diferencias
significativas (p> 0.05) en el pH luego de 20 hs de fermentacion. La concentracién de fosfatos solubles
intracelulares fue 6,7 veces mayor en CRL1505 cultivada medio MCM respecto a las cultivadas en MCM-. Este
resultado en medio MCM fue corroborado mediante electroforesis de polyP, estimandose ademas que el PM del
polyP acumulado por CRL1505 seria superior a 4748 Da. Respecto a la expresion de los genes involucrados en
el metabolismo de polyP, se observd que los tres genes son funcionales en CRL1505 en ambas condiciones de
cultivo.
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Conclusiones: En base a los resultados obtenidos podemos concluir que existe una relaciéon directa entre la
concentracion Pi del medio de cultivo y la acumulacién de polyP en L. rhamnosus CRL1505, siendo ésta mayor
cuanto mayor es la concentracion de Pi.

402



