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Resumen: Para evaluar el efecto intestinal del consumo de agua filtrada alcalinizada se compard en
ratas normales, o ratas obesas Zucher adultas el estado intestinal tras tres meses de bebida de agua
filtrada o agua de grifo de Madrid, evaluandose también el efecto de la ingesta de pro-bidticos, que
fueron incorporados a la dieta, sobre ratas que tomaron agua filtrada. Se hizo un seguimiento de
ganancia de peso, se evaluaron los cambios en el metabolismo mediante calorimetria indirecta, se
midio6 en plasma la capacidad antioxidante total y los niveles de mediadores inflamatorios. Se reco-
gieron heces y se evalud su composicién microbiana y tras el sacrificio se realiz6é un analisis histo-
légico del intestino delgado y del grueso, valorandose el estado general de la mucosa (Mucin2), el
estado inflamatorio (F4/80) y la presencia de modificaciones oxidativas en las proteinas (HNE) me-
diante inmunofluorescencia (IF) e inmunohistoquimica (IHQ). Los resultados obtenidos mostraron
que el consumo de agua filtrada alcalinizada mejord la composicion del microbioma intestinal y el
estado de la mucosa intestinal, redujo la inflamacién tanto local como sistémica y el nivel de estrés
oxidativo, estos cambios se acompafaron de una mejora en la capacidad oxidativa de las ratas, una
reduccién de la capacidad antioxidante maxima y un aumento en la ganancia de peso, todos estos
efectos indicadores de una mejora sistémica en el estado metabolico y oxidativo general. Estos efec-
tos fueron acentuados por la ingesta de pro-bidticos.

Palabras clave: Agua filtrada alcalinizada, pro-bidticos, intestino, inflamacién, metabolismo oxida-
tivo, estrés oxidativo.

1. Introduccion

El consumo de agua alcalinizada ha sido recomendado por sus potenciales efectos
beneficiosos en la reduccion de la acidez estomacal en pacientes con acidosis, hernia
de hiato y otras afecciones relacionadas. Sin embargo, no hay estudios cientificos que
hayan valorado los efectos intestinales del agua alcalinizada mas alla de la reduccion
de la acidosis a nivel estomacal. Teniendo en cuenta que se ha propuesto que el agua
alcalinizada puede tener un efecto antioxidante y por tanto anti-inflamatorio (1), de-
cidimos estudiar el efecto intestinal del consumo de esta agua en un modelo de obe-
sidad y valorar si la ingesta de pro-bidticos, un tratamiento habitual para los proble-
mas intestinales, interferia o mejoraba los efectos del agua alcalinizada.
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Con este fin se utilizé como modelo ratas Zucher obesas y sus controles ratas Zucher
normales (lean). Las ratas Zucher obesas son un modelo de obesidad genética causada
por una mutacion (fa) en el gen que codifica el receptor de la lectina, una hormona
anorexiogénica. Estas ratas, que sufren resistencia a la insulina, intolerancia a la glu-
cosa, y sindrome metabdlico, son el mejor modelo existente en rata para estudios re-
lacionados con la obesidad y la diabetes. Ratas y ratones son los modelos mas utiliza-
dos para estudios en biomedicina, siendo las ratas fisioldgica, morfoldgica y genética-
mente mas cercanas a los humanos que los ratones, lo que las hace el modelo ideal
para estudios biomédicos y farmacolégicos. Se utilizaron ratas macho adultas de 12
semanas de edad, tanto normales (lean) como obesas, a las que se les dio como agua
de bebida o bien agua de grifo de Madrid o el mismo agua pero previamente filtrada
usando filtros alcalinizantes (Alkanatur). El agua se cambié a diario. A un grupo de
ratas se les incluyo en la dieta un pro-biético (Bevo), ajustando la dosis para que fuera
equivalente a la recomendada para humanos. El tratamiento duré tres meses y al fi-
nalizar este periodo las ratas fueron sacrificadas para la realizacion de un estudio his-
toldgico.

Resultados

Se realizé un control de la ganancia de peso de las ratas cada dos semanas, y se evalud
la ganancia de peso tanto absoluta como relativa (Fig. 1). Los resultados no mostraron
diferencias significativas asociadas a los tratamientos excepto a las cuatro semanas de
tratamiento, cuando la ganancia relativa (%) del grupo tratado con agua filtrada y
dieta con pro-bidtico fue significativamente mayor que la del grupo tratado simple-
mente con agua filtrada, pero esta diferencia no se mantuvo a tiempos mas largos de
tratamiento. El calculo de las 4reas bajo la curva para los valores absolutos, no mostré
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento, por lo que se concluye que
los tratamientos no tuvieron un efecto relevante sobre el peso de los animales.
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Figura 1. Incremento de peso total (panel superior) y relativo (panel inferior) medido cada dos se-
manas durante tres meses. La grafica muestra la media +/- la desviacion estandar.
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Seguidamente, con el fin de determinar el estado inflamatorio gneral en las ratas, se
evaluaron en muestras de plasma los niveles circulantes de las citociinas IL-1p, IL-4, IL-6,
TNFo y IL-10. Encontrandose cambios significativos en los niveles de IL-1p e IL-10,
citocinas generalmente consideradas como marcadores de tipo Ml y M2,
inmunoactivadora e inmunosupresora de macréfagos, respectivamente. Se observo a 6
semanas de tratamiento, mayores niveles de IL-1p en ratas lean que tomaron agua de grifo
que en ratas que tomaron agua filtrada y menores niveles de IL-10 en ratas que tomaron
agua de grifo que en ratas que tomaron agua filtrada (Fig. 2), lo que sugiere que la toma
de agua alcalinizada favorece un perfil inmunosupressor y anti-inflammatorio.
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Figura 2. Cambio en los niveles plasmaticos de IL-15 e IL-10 en relacién a los niveles observados a t
=0 tras 6 semanas de tratamiento. O Grifo, @) Filtro, Q Filtro + Dieta. La grafica muestra la me-
dia y +/- el error SEM. *p<0.05 (¢ test).

Seguidamente se evalué como los tratamientos afectaban a la capacidad antioxidante total
en plasma, para ello se midié la capacidad antioxidante rapida (Q1), lenta (Q2) y total
(QT)utilizando el lector electroquimico e-BQC (BioQuoChem). No observandose diferen-
cias significativas entre los grupos de tratamiento ni a 1 mes ni a 3 meses (Fig. 3), lo que
sugiere que los tratamientos no afectaron de manera global a la capacidad antioxidante
de las ratas.
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Figura 3. Medida de la capacidad antioxidante total (QT) en muestras de plasma de ratas tratadas 6
semanas (panel izquierdo) o 3 meses (panel derecho). O Grifo, Ofriltro, O Filtro + Dieta. La gra-
fica muestra las unidades electroquimicas proporcionadas por el lector e-BQC, incluye los valores
medios +/- la desviacion standard.

Con el fin de analizar el impacto de los tratamientos sobre el metabolismo a nivel sistémico
se utilizé un sistema de calorimetria indirecta para determinar el consumo de oxigeno (Oz)
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y la produccién de CO: en las ratas y sus cambios en respuesta a los tratamientos a 6
semanas (1,5 meses) y a tres meses (Fig. 4). Los resultados obtenidos mostraron en las
ratas control (grifo) un gradual descenso en la actividad metabdlica afectando tanto al
consumo de O2 como a la produccién de CO2, estos cambios fueron significativos en el
periodo nocturno en ratas normales a los tres meses, y en ratas obesas tanto en el periodo
nocturno como en el diurno a los tres meses. La bajada en la producciéon de CO: también
fue significativa en las ratas control (grifo) obesas a las 6 semanas. Estas reducciones no se
observaron o no alcanzaron significacion estadistica en los grupos tratados con agua fil-
trada, con o sin dieta. De hecho, en ratas obesas, la magnitud del cambio fue significativa-
mente menor en ratas tratadas con agua filtrada y pro-biético que en las ratas control,
tanto te dia como de noche, afectando tanto al consumo de o2 como a la produccién de
COe. Estos resultados sugieren que el tratamiento con agua filtrada y especialmente en
combinacion con pro-biético mantiene mejor la actividad metabdlica que el agua de grifo,
especialmente en ratas obesas.
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Figura 4. Medida del consumo de oxigeno O2 (paneles superiores) y la produccién de CO:z (paneles
inferiores) mediante calorimetria indirecta en ratas. Las ratas se evaluaron antes del inicio del trata-
miento, a las 6 semanas y a los 3 meses de tratamiento. O Grifo, Q Filtro, @ Filtro + Dieta. La
grafica muestra las diferencias respecto a los valores obtenidos a tiempo 0 para el volumen de Oz
consumido y CO2 producido, se incluyen los valores medios +/- la desviaciéon standard. *p<0.05 (¢
test).
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Figura 5. Determinacion de los niveles de MUC2 mediante analisis por IF de cortes de tejido del
intestino delgado y del colon. QO Grifo, © Filtro, © Filtro + Dieta. Las graficas muestran valores
relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios +/- la desviacion stan-
dard. *p<0.05 (t test). En el panel izquierdo se incluyen imagenes representativas de los grupos to-
madas con un objetivo 20x.

Con el fin de evaluar el impacto a nivel intestinal de los tratamientos, estudiamos el estado
de la mucosa intestinal tanto a nivel de intestino delgado como grueso, mediante marcaje
por IF de cortes de tejido intestinal con anticuerpos dirigidos contra la Mucina (MUC29,
una proteina oligomérica que es un componente fundamental del mucus intestinal. La
reduccion en los niveles de MUC2 va asociada a una perdida de la barrera intestinal y
favorece el desarrollo de procesos inflamatorios y las infecciones intestinales. Se observo
que en ratas normales el tratamiento con agua filtrada aumentaba significativamente los
niveles de mucina en el colon. Asi mismo, la comparacion global de todas las ratas trata-
das con agua filtrada (con o sin pro-bidticos), respecto a las control (grifo), mostr6 un au-
mento significativo para el caso de lar ratas tratadas con agua filtrada. Por otra parte, en
ratas obesas, se observé un aumento significativo en los niveles de mucina en las ratas
tratadas con agua filtrada y pro-bidticos respecto a las ratas control, la diferencia también
fue significativa al comparar de manera global todas las ratas tratadas con agua filtrada
(con o sin pro-bidtico) con las ratas control (Fig. 5). Estos resultados sugieren que el trata-
miento con agua filtrada con o sin pro-bidticos induce un mejor mantenimiento de la mu-
cosa intestinal que el agua de grifo.

Teniendo en cuenta que los cambios en la mucosa se suelen relacionar con el estado infla-
matorio de esta y que los resultados que apuntaban a una mejora en el estado inflamatorio
a nivel sistémico en ratas tratadas con agua filtrada, se evalud el nivel de inflamacién in-
testinal mediante la determinacion de la presencia de macréfagos mediante tincion por
IHQ con un anticuerpo dirigido contra F4/80.
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Figura 6. Determinacion de la presencia de macrofagos mediante tincion IHQ con anticuerpos con-
tra F4/80 de cortes de tejido del intestino delgado y del colon. QO Grifo, O Filtro, @ Filtro + Dieta.
Las graficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores
medios +/- la desviacion standard. *p<0.05 (¢ test). En el panel izquierdo se incluyen imagenes re-
presentativas de los grupos tomadas con un objetivo 20x.

El analisis del area de tejido positiva para F4/80 mostro6 en el intestino del gado de ratas
normales y en el colon de ratas obesas una significativamente menor presencia de macro-
fagos en ratas tratadas con agua filtrada que en ratas que bebieron agua de grifo. Las ratas
tratadas con agua filtrada y pro-bidticos mostraron una tendencia similar, pero en este
caso las diferencias no alcanzaron significacion estadistica. Estos datos son consistentes
con la observada mejora en la mucosa intestinal y la reduccién en la inflamacién a nivel
sistémico observadas anteriormente, y apoyan la idea general de una mejora en el estado
intestinal en ratas tratadas con agua filtrada.

Posteriormente se analizaron los niveles de expresion de las citocinas IL-1p e IL-10 en el
tejido intestinal. Se observd que los niveles de IL-1p en el intestino delgado de las ratas
tratadas con agua filtrada y pro-bidticos eran inferiores a los de ratas control. Sin embargo,
para los otros grupos no se identificaron cambios significativos, aunque en ratas obesas el
grupo de ratas tratadas con agua filtrada mostro una tendencia a menores niveles de IL-
1B y mayores de IL-10 que las ratas tratadas con agua de grifo, tanto en intestino delgado
como grueso, que es consistente con los resultados anteriores.
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Figura 7. Analisis por gqRT-PCR de los niveles de expresion de IL-1B e IL-10 en muestras de tejido
de intestino delgado y de colon. QO Grifo, Q© Filtro, Q Filtro + Dieta. Las graficas muestran valo-
res relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios +/- la desviacion
standard. *p<0.05 (t test).

Para determinar si estos cambios estaban relacionados con los niveles de estrés oxidativo
que soportaba el tejido se analizé mediante IF la presencia de proteinas modificadas oxi-
dativamente con el lipido HNE utilizando anticuerpos especificos. Se observo que las ra-
tas tratadas con agua filtrada tenian en su conjunto significativamente menos proteinas
modificadas en el intestino delgado que las ratas control, y la misma tendencia fue obser-
vada en el colon, y para las ratas tratadas con agua filtrada y pro-biotico, aunque las dife-
rencias no alcanzaron significacion estadistica. Por tanto, estos datos apoyan la idea de
que el tratamiento con agua filtrada reduce el estrés oxidativo a nivel intestinal, un efecto
que puede estar relacionado con la mejora del estado inflamatorio y el estado de la mu-
cosa.
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Figura 8. Determinacion de los niveles de proteinas modificadas con HNE mediante analisis por IF
de cortes de tejido del intestino delgado y del colon. O Grifo, © Filtro, © Filtro + Dieta. Las gra-
ficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios
+/- la desviacién standard. *p<0.05 (¢ test). En el panel izquierdo se incluyen imagenes representati-
vas de los grupos tomadas con un objetivo 20x.
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graficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores me-
dios +/- la desviacién standard. La comparacion estadistica entre grupos se realizé mediante ¢ test
tipo 1 (variaciones en el tiempo) y tipo 2 (diferencias entre grupos). *p<0.05, *p<0.01 comparando
con t=0, #p<0.05, ##p<0.01 comparando con grupo control (grifo), #p<0.05, #¥p<0.001 comparando el
grupo agua filtrada con el grupo filtro+dieta.

Finalmente, se evalu6 el impacto que el agua filtrada y la dieta pro-biética tenian sobre la
composicion microbiana intestinal, para ello se tomaron heces frescas antes, a las 6 sema-
nas y a los tres meses de tratamiento, se aislé el DNA y se analizaron mediante qPCR los
principales grupos bacterianos para los que previamente se habian descrito cambios sig-
nificativos en sujetos con sindrome metabdlico, obesidad, diabetes, y/o que sufrian fuertes
variaciones con el tipo de dieta. En concreto, se estudiaron, Bacteroidetes, the group Blautia
coccoides-Eubacterium rectale, the Clostridium cluster 1V, Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp., Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Faecaibacterium and Akkermansia muciniphila. Aun-
que la variedad en el microbioma es tan grande como sujetos que lo portan, y dietas que
los alimentan, se han identificado tendencias generales asociadas a la mala funcién intes-
tinal, la disbiosis, que se caracteriza por cuatro fendmenos que pueden ser concurrentes,
la perdida de microbiota beneficiosa, el sobre-crecimiento de bacterias potencialmente da-
fiinas, una reduccion general en la diversidad microbiana, y cambios importantes en el
metabolismo de las propias bacterias, lo que se evidencia en la presencia aumentada o
disminuida de productos de su catabolismo (2). En particular, una disminucion significa-
tiva en los géneros bacterianos Akkermansia, y Faecalibacterium se ha observado en perso-
nas obesas al compararlas con personas con normopeso (3). Los datos obtenidos en nues-
tro estudio para Akkermansia mostraron una diferencia significativa entre los grupos a tres
meses de tratamiento, mientras en ratas normales se producia un descenso significativo a
los tres meses de tratamiento respecto a los niveles basales (a t=0), esta reduccién era sig-
nificativamente menor (filtro + dieta), o no se producia (filtro) en los otros grupos. Las
mismas tendencias se observaron en ratas obesas, alcanzando significacion estadistica la
comparacion entre ratas tratadas con agua filtrada a tres meses, con las ratas tratadas con
agua de grifo. Respecto a Faecalibacterium, en este caso la magnitud de los cambios fue
mucho menor, y solamente se observé una tendencia no significativa, a la bajada en ratas
obesas tratadas con agua de grifo a las seis semanas que alcanzé significacion estadistica
en el grupo de ratas tratadas con agua filtrada y dieta, pero no se observaron diferencias
significativas entre los grupos. En su conjunto estos datos sugieren una mejora en estos
grupos derivada del tratamiento con agua filtrada y es observable tanto en ratas normales
como obesas.

El cluster Clostridium IV, al que pertenece Faecalibacterium y que se considera beneficioso
por su capacidad de producir butirato, y cuyos niveles se aumentan en dietas con alimen-
tos de origen vegetal (4), se modificé de manera similar en respuesta a los tratamientos,
pero los cambios fueron mas significativos, observandose en ratas normales y obesas del
grupo control (grifo) una bajada significativa a los tres meses y a las seis semanas, que no
se observo en los otros grupos siendo significativa la diferencia en ratas obesas para los
niveles a las 6 semanas tanto del grupo tratado con agua filtrada a las 6 semanas como
para el grupo tratado con agua filtrada y dieta tanto a 6 semanas como a los 3 meses.
Ademas, también se encontré una diferencia significativa para el contraste ratas obesas
tratadas con agua filtrada y dieta respecto a las tratadas con agua filtrada a los 3 meses,
siendo los niveles superiores en las ratas tratadas con agua filtrada y dieta. Por tanto, en
este contexto, tanto el agua filtrada como la dieta tendieron a aumentar o mantener mas
altos los niveles de Clostridium IV.

Clostridium pertenece al filo de los Firmicutes esta formado por mas 200 géneros diferentes
entre los que encontramos Lactobacillus, Bacillus, y Clostridium. Un aumento en los Firmicu-
tes y una bajada en las especies del filo de Bacteroidetes es cominmente considerado como
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un indicador de disbiosis microbiana asociada al sindrome metabdlico (5). Pertenecientes
a la clase Clostridia, el grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale han sido particularmente
bien relacionados con la disbiosis asociada a la obesidad y al sindrome metabdlico (6). En
el contexto del presente estudio se observo en las ratas control (grifo) una reduccion sig-
nificativa en estas bacterias a las 6 semanas de tratamiento en ratas normales y al los 3
meses en ratas obesas, también en el grupo tratado con agua filtrada y dieta se produjo
una bajada significativa en ratas normales a los 3 meses y en ratas obesas a las 6 semanas,
pero no se observaron diferencias significativas entre los grupos.

En relacién a Lactobacillus spp. los estudios realizados indican, por una parte, que distintas
especies del género se comportan de manera diferente en relacion a la obesidad y al sin-
drome metabdlico, ademads, de manera similar a lo observado con el cluster Clostridium
IV, hay una fuerte modificacion por el tipo de dieta, variando mucho si los sujetos toman
dietas ricas en azticares o en grasa (7). En el contexto del presente estudio observamos que
las ratas obesas presentaban mayores niveles de Lactobacillus spp. que las ratas control
(7.12+/-0.31 vs 6.89+/-0.26 Logw CFU/gr faeces), y se observé que las ratas normales trata-
das con agua filtrada y pro-bidticos presentaban una reduccion significativa en los niveles
a 3 meses. Este cambio no se observd en los otros grupos ni en las ratas obesas, lo que
sugiere que este efecto potencialmente beneficioso es dependiente del tratamiento con
pro-bidticos y de la ausencia de obesidad.

Bacterias localizadas en el intestino distal como los Bacteroides, Bifidobacterium y Enteroco-
ccus son fundamentales porque sintetizan vitaminas como la B12 y la K (8). Enteroccus spp.
se ha demostrado que mantiene una relacién inversa con la ganancia de peso (9). En este
estudio, en ratas normales, se observo que el grupo tratado con agua filtrada y pro-bidti-
cos aumentaba los niveles de Enteroccus spp. tanto a 6 semanas como a 3 meses, y este
aumento era significativo al hacer una comparativa dentro del grupo como al comparar
los grupos entre si, que se sugiere que es un efecto especifico del tratamiento con pro-
bidticos. Sin embargo, en ratas obesas tanto el grupo control (grifo) como los grupos tra-
tados con agua filtrada con o sin pro-bidticos, mostraron una bajada respecto a los niveles
basales que fue significativa en todos los casos a los 3 meses, sin observarse diferencias
significativas entre los grupos, lo que sugiere que el efecto del pro-bidtico es menor en
ratas obesas. Aunque la obesidad se ha relacionado con una perdida de Bacteroides en ge-
neral y Bacteroides fragilis en particular (10), la concentracion en heces de Bacteroides fragilis
se ha mostrado que correlaciona positivamente con el indice de masa corporal en algunos
casos (11). En el contexto de este estudio se observd que en ratas normales se producia
una disminucion significativa en los niveles de Bacteroides fragilis a los tres meses de tra-
tamiento tanto en ratas control (grifo) como en ratas tratadas con agua filtrada y dieta.
Aunque este cambio no se observo en ratas tratadas con agua filtrada, el contraste con el
grupo control no alcanzo significacion estadistica. En ratas obesas se observo un aumento
a los tres meses en ratas tratadas con agua filtrada y dieta que no fue detectable en los
otros grupos. Estos datos podrian ser indicativos de una mejora en relacion a Bacteroides
fragilis que en ratas normales se asociaria principalmente al agua filtrada, mientras que en
ratas obesas requeriria ademas de la presencia de pro-bidticos en la dieta.

Las Bifidobacterium spp. también aparecen generalmente reducidas en individuos obesos
(2). En el presente estudio solamente se observaron cambios significativos en respuesta a
los tratamientos en ratas obesas, en las que a los tres meses el grupo tratado con agua
filtrada y pro-bidticos mostré mayores niveles al comparar tanto dentro del grupo con el
tiempo 0 como entre grupos, lo que sugiere que se trata de un efecto dependiente de los
pro-bidticos y solamente detectable en condiciones de obesidad.

El filo de las Proteobacterias, bacterias gramnegativas, es el que mas consistentemente se
ha asociado a la obesidad y al sindrome metabolico, en concreto Enterobacteriaceae se han
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encontrado aumetadas no solo en heces, sino tambien en sangre y varios tejidos en este
contexto (12). En este estudio se encontré en ratas normales tratadas con agua de grifo
un aumento significativo en estas bacterias tanto a las 6 semanas como a los 3 meses de
tratamiento, pero no en ratas tratadas con agua filtrada o agua filtrada y dieta. Ademas,
el contraste ratas control vs ratas tratadas con agua filtrada resultd significativo a las 6
semanas de tratamiento y el contraste ratas control vs ratas tratadas con agua filtrada a
los 3 meses. En las ratas obesas no se encontraron cambios significativos. Por tanto estos
ratos parecen indicar que el tratamiento con agua filtrada previene el aumento en estas
bacterias en ratas normales.

3. Discusion

Los estudios previos del grupo sugerian que el consumo de agua alcalinizada reducia
el estrés oxidativo y reducia la inflamacion, en ratas y en ratones (13). El presente
estudio confirma los resultados anteriores, mostrando que, sin modificar el perfil de
ganancia de peso (Fig. 1), ni la capacidad antioxidante (Fig. 2) de forma significativa,
el tratamiento con agua filtrada alcalinizada mejora el perfil inflamatorio en ratas Zu-
cher, reduciendo los niveles de IL-1B a la vez que aumenta los niveles de IL-10 en
plasma (Fig. 2). Para determinar si estos cambios podrian derivarse del efecto del agua
filtrada sobre el intestino analizamos las posibles modificaciones en el microbioma
intestinal, observandose que el tratamiento con agua filtrada tenia un efecto positivo
sobre los grupos bacterianos asociados con una buena salud intestinal como Akker-
mansia mientras que reducia la presencia de bacterias asociadas con la disbiosis como
las Enteriobacteriaceae, efectos que fueron mas significativos para las ratas normales
que para las obesas, un grupo en el que el complemento con pro-bidticos produjo un
efecto diferencial (Fig. 9). Estos cambios en las bacterias comensales probablemente
se relacionan muy cercanamente con la mejora observable en la mucosa intestinal,
tanto a nivel de colon como de intestino delgado, en ratas normales y obesas (Fig. 5),
que se acompafaron de una reduccion significativa en el infiltrado inflamatorio (Fig.
6-7) que, a su vez, es probable que sea la causa mas directa de la bajada en la cantidad
de proteinas modificadas por oxidaciéon con HNE detectables en el tracto intestinal
(Fig. 8). Todos estos datos apoyan, por tanto, la hipdtesis de que el agua alcalinizada
puede mejorar el estado inflamatorio intestinal y reducir la disbiosis, redundando en
un mejor estado de salud general.

4. Materiales and Métodos.

Ratas. En este estudio se utilizaron ratas macho Zucher Delgadas (Lean) y Zucher
Obesas (Obese). Los animales se compraron en Charles River y se alojaron en las instala-
ciones para animales del IIBm. Los protocolos de experimentacion animal fueron aproba-
dos por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales y la Consejeria de Medio
Ambiente de la Comunidad de Madrid (PROEX 117/20). Todos los procedimientos se ajus-
taron a la Declaracion de Helsinki. Todos los animales recibieron cuidados humanitarios
de acuerdo con los criterios descritos en la "Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio" preparada por la Academia Nacional de Ciencias y publicada por los Institu-
tos Nacionales de Salud (No. 86-23 revisada en 1985). Ratas de 16 semanas de edad se
dividieron en tres grupos experimentales: a un grupo se le dio para beber agua de grifo
(no filtrada, no esterilizada) disponible en el Instituto, al segundo y tercer grupo se les dio
el mismo agua pero previamente filtrada con el sistema de filtrado de agua alcalina ioni-
zada Alkanatur®. E]l agua se cambio a diario. El tercer grupo de animales se alimenté con
una dieta suplementada con 3 g/Kg de Megaflora 9 EVO (Solchem®). Cada grupo experi-
mental incluy6 6 animales. El aumento de peso se controld cada 2 semanas. Las heces se
recogieron a t=0, 1 mes y 3 meses de tratamiento. Los animales fueron tratados durante 3
meses y luego sacrificados por decapitacion tras inyeccion intraperitoneal con
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pentobarbital sédico (100 mg/kg). Se recogio sangre y se separaron el plasma y las PBMC
utilizando un gradiente de Ficoll y se almacenaron a -80°C. Se recogieron los intestinos, se
lavaron en PBS y se cortaron en secciones. Las secciones de tejido se congelaron instanta-
neamente y se almacenaron a -80°C o se fijaron en formalina tamponada al 10 %, luego se
incluyeron en parafina, y se cortaron secciones de 4 um con un micrétomo, que se despa-
rafinaron e hidrataron como pasos previos a su tincion.

Calorimetria indirecta. Se utilizé un sistema de calorimetria indirecta PhenoMaster
(TSE Systems) para analizar el metabolismo en animales vivos con movimiento libre de
forma automadtica y continua durante 5 ciclos de luz-oscuridad en una instalaciéon dedi-
cada con ambiente controlado en el IIBm. Las ratas se aclimataron primero a la sala Pheno-
Master durante 3 dias antes de que comenzara el experimento. Luego, cada rata se asigno
a una jaula individual con un sistema de recolecciéon y suministro de gas por separado,
que fue controlado por el software TSE PhenoMaster. Se recogieron los siguientes para-
metros: VOz, VCOz, RER, gasto energético (H1+), actividad (XT+YT), peso de la ingesta y
volumen bebida a intervalos de 1h durante 72 h. Los datos se extrajeron y analizaron uti-
lizando el software TSE PhenoMaster. Los datos presentados corresponden a las medias
por periodo de los valores obtenidos cada hora durante el segundo ciclo de 24 h, cuando
las medidas fueron mas estables.

Microbioma. Se tomaron muestras de heces y se purificd a partir de ellas DNA bacte-
riano utilizando el kit QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit. La cuantificacion bacteriana se
realizd por qPCR utilizando primers especificos de los grupos bacterianos: Bacteroides,
grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale, grupo Clostridium cluster 1V, Bifidobacterium
spp., Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Faecaibacterium y Akkermansia
muciniphila dirigidos contra los genes que codifican los 165 rRNA.

Enterobacteriaceae
Ecol1457 Forward 5 -CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC-3
Ecol652 Reverse  5-CTCTACGAGACTCAAGCTTGC-3

Grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale
gCcoc Forward 5-AAATGACGGTACCTGACTAA-3
gCcoc Reverse 5-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3

Clostridium cluster IV
sg-Clept Forward 5-GCACAAGCAGTGGAGT-3
sg-Clept Reverse 5'-CTTCCTCCGTTTTGTCAA-3

Enterococcus spp.
Enteroc Forward 5-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3
Enteroc Reverse 5-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3

Lactobacillus
Lacto Forward 5 -CACCGCTACACATGGAG-3’
Lacto Reverse 5-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3

Bifidobacterias
Bif Forward 5'-TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG-3’
Bif Reverse 5-CCACATCCAGC(A/G)TCCAC-3

Bacteroides fragilis group
Bfra Forward 5'-ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT-3
Bfra Reverse 5-CCAGTATCAACTGCAATTTTA-3
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Faecalibacterium praustnizzi
Fprau223 Forward 5-GATGGCCTCGCGTCCGATTAG-3’
Fprau420 Reverse 5-CCGAAGACCTTCTTCCTCC-3

Akkermansia muciniphila
S-St-Muc-1437-a-A-20 Forward 5'- CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT-3’
S5-S5t-Muc-1129-a-a-20 Reverse 5'-CAGCACGTGAAGGTGGGGAC-3’

Inmunohistoquimica (IHC). La fijacion y la tincion de los tejidos se realizaron con el kit
Vectastain ABC y el kit de sustrato de peroxidasa DAB (ambos de Vector Laboratories,
Burlingame, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se incubaron
con anticuerpo primario anti-F4/80 (MCA497; AbD Serotec, Oxford, Reino Unido) y luego
con anticuerpo secundario anti-rata (NA935 GE Healthcare, Boston (MA), EE. UU) ligado
a fosfatasa alcalina, y finalmente se revelaron. Las imagenes se adquirieron con un mi-
croscopio Nikon E90i equipado con una camara DS-Fil (Nikon, Tokio, Japén).

Inmunofluorescencia (IF). Los procedimientos de fijacion, tincién y andlisis fueron los
descritos anteriormente [1]. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-Mucin 2 (sc-
7314; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas (TX), EE. UU.) y anti-HNE (AB5605, Merk,
Darmstadt, Alemania). La inmunofluorescencia se detecté mediante incubaciéon con un
anticuerpo secundario fluorescente (FITC; Merck, Darmstadt, Alemania). Luego, las
muestras se tifieron con DAPI (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), se montaron y visualiza-
ron usando un microscopio de fluorescencia, Zeiss LSM 700.

Las imagenes IHC e IF se analizaron utilizando el software Fiji-Image] (NIH) para
determinar el area positiva frente al drea total del tejido (IHQ) o la senal total integrada
(IF).

Andlisis de expresion génica. Las muestras de tejido intestinal se homogeneizaron en
presencia de 1 ml de reactivo TrizolTM y se aisl6 el ARN total siguiendo las instrucciones
del fabricante. E1 ADNCc se sintetiz6 a partir de preparaciones de ARN total mediante
transcripcion inversa de 1 ug de ARN utilizando la transcriptasa inversa MMV, en un
volumen final de 20 . La mezcla se incubé a 37 °C durante 45 min y luego se enfri6 du-
rante 2 min a 4 °C. el ADNc resultante se usé como molde para una qPCR posterior. Los
cebadores utilizados se enumeran a continuacion. Cada reaccion de PCR de 10 pl incluia
1 pl de ADNg, 5 ul de qPCRBIO SyGreen Mastermix (Cultek, Dutscher Group) y cebado-
res (0,3 uM). Las muestras se analizaron por triplicado en un Mastercycler® RealPlex2,
Eppendorf). Se us6 36B4 como control de carga.

36B4 Forward 5'-GCGACCTGGAGTCCAACTA-3

36B4 Reverse 5": ATCTGCTGCATCTGCTTGG-3’

IL-188 Forward 5-GCCAACAAGTGGTATTCTCCATGAGC-3’
IL-18 Reverse 5'-TTGTCACCCCGGATGGAATG-3

IL-10 Reverse 5'-TTGTCACCCCGGATGGAATG-3

IL-10 Forward 5-GCTCAGCACTGCTATGTTGC-3’

Citocinas. Los niveles circulantes de IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10 y TNFa, se analizaron por
citometria celular en muestras de plasma utilizando Multiplex Cytokine Assays (Procar-
taPlex Immunoassays (ThermoFisher Scientific)) en el CNB (CSIC) Unidad de Citometria
de Flujo. Las muestras analizadas de ratones lean corresponden a mezclas de plasma pro-
veniente dos ratones. Los valores obtenidos se corrigieron por la concentracion de protei-
nas en la muestra determinada por el método de Lowry por colorimetria.
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Capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante se determind en muestras de
plasma utilizando el sistema analitico electroquimico e-BQC (BioQuoChem), que mide la
capacidad antioxidante total (QT), rapida (Q1) y de accién lenta (Q2).

Anilisis estadistico. Para el procesamiento de datos se utilizé Microsoft Excell. Se uti-

lizé Graph Path Prism 9 para el analisis estadistico y la preparacion de graficos. Los datos
se expresan como media + SD 6 +/- SEM segtin se indica en las graficas. La normalidad de
los datos se evalud mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La significacion estadis-
tica de las diferencias entre los grupos se evalué mediante la prueba t no pareada o pa-
reada de dos colas, ANOVA unidireccional y bidireccional. Se utiliz6 la prueba de Levene
para la igualdad de varianzas. Los valores se consideraron estadisticamente significativos
cuando p< 0.05. No han sido descartados valores, los valores no incluidos no pudieron
obtenerse por problemas de adquisicion o por problemas técnicos con las muestras o los
animales.
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M.M. & Li.D.; investigation, L.D., E.N., 5.G. Li.D.; resources, M.M.; data curation, M.M. & Li.D,;
writing—original draft preparation, M.M. & L.D.; writing—review and editing, M.M.; supervision,
AM,, LiD., M.M,; project administration, A.M., M.M.; funding acquisition, M.M. All authors have
read and agreed to the published version of the manuscript.
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The appendix is an optional section that can contain details and data supplemental
to the main text—for example, explanations of experimental details that would disrupt
the flow of the main text but nonetheless remain crucial to understanding and reprodu-
cing the research shown; figures of replicates for experiments of which representative data
is shown in the main text can be added here if brief, or as Supplementary data. Mathema-
tical proofs of results not central to the paper can be added as an appendix.
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All appendix sections must be cited in the main text. In the appendices, Figures, Ta-
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