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Resumen: Para evaluar el efecto intestinal del consumo de agua filtrada alcalinizada se comparó en 10 
ratas normales, o ratas obesas Zucher adultas el estado intestinal tras tres meses de bebida de agua 11 
filtrada o agua de grifo de Madrid, evaluándose también el efecto de la ingesta de pro-bióticos, que 12 
fueron incorporados a la dieta, sobre ratas que tomaron agua filtrada. Se hizo un seguimiento de 13 
ganancia de peso, se evaluaron los cambios en el metabolismo mediante calorimetría indirecta, se 14 
midió en plasma la capacidad antioxidante total y los niveles de mediadores inflamatorios. Se reco- 15 
gieron heces y se evaluó su composición microbiana y tras el sacrificio se realizó un análisis histo- 16 
lógico del intestino delgado y del grueso, valorándose el estado general de la mucosa (Mucin2), el 17 
estado inflamatorio (F4/80) y la presencia de modificaciones oxidativas en las proteínas (HNE) me- 18 
diante inmunofluorescencia (IF) e inmunohistoquímica (IHQ). Los resultados obtenidos mostraron 19 
que el consumo de agua filtrada alcalinizada mejoró la composición del microbioma intestinal y el 20 
estado de la mucosa intestinal, redujo la inflamación tanto local como sistémica y el nivel de estrés 21 
oxidativo, estos cambios se acompañaron de una mejora en la capacidad oxidativa de las ratas, una 22 
reducción de la capacidad antioxidante máxima y un aumento en la ganancia de peso, todos estos 23 
efectos indicadores de una mejora sistémica en el estado metabólico y oxidativo general. Estos efec- 24 
tos fueron acentuados por la ingesta de pro-bióticos. 25 

Palabras clave: Agua filtrada alcalinizada, pro-bióticos, intestino, inflamación, metabolismo oxida- 26 
tivo, estrés oxidativo. 27 
 28 

 29 

1. Introducción 30 

El consumo de agua alcalinizada ha sido recomendado por sus potenciales efectos 31 
beneficiosos en la reducción de la acidez estomacal en pacientes con acidosis, hernia 32 
de hiato y otras afecciones relacionadas. Sin embargo, no hay estudios científicos que 33 
hayan valorado los efectos intestinales del agua alcalinizada más allá de la reducción 34 
de la acidosis a nivel estomacal. Teniendo en cuenta que se ha propuesto que el agua 35 
alcalinizada puede tener un efecto antioxidante y por tanto anti-inflamatorio (1), de- 36 
cidimos estudiar el efecto intestinal del consumo de esta agua en un modelo de obe- 37 
sidad y valorar si la ingesta de pro-bióticos, un tratamiento habitual para los proble- 38 
mas intestinales, interfería o mejoraba los efectos del agua alcalinizada. 39 
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Con este fin se utilizó como modelo ratas Zucher obesas y sus controles ratas Zucher 40 
normales (lean). Las ratas Zucher obesas son un modelo de obesidad genética causada 41 
por una mutación (fa) en el gen que codifica el receptor de la lectina, una hormona 42 
anorexiogénica. Estas ratas, que sufren resistencia a la insulina, intolerancia a la glu- 43 
cosa, y síndrome metabólico, son el mejor modelo existente en rata para estudios re- 44 
lacionados con la obesidad y la diabetes. Ratas y ratones son los modelos más utiliza- 45 
dos para estudios en biomedicina, siendo las ratas fisiológica, morfológica y genética- 46 
mente más cercanas a los humanos que los ratones, lo que las hace el modelo ideal 47 
para estudios biomédicos y farmacológicos. Se utilizaron ratas macho adultas de 12 48 
semanas de edad, tanto normales (lean) como obesas, a las que se les dio como agua 49 
de bebida o bien agua de grifo de Madrid o el mismo agua pero previamente filtrada 50 
usando filtros alcalinizantes (Alkanatur). El agua se cambió a diario. A un grupo de 51 
ratas se les incluyo en la dieta un pro-biótico (Bevo), ajustando la dosis para que fuera 52 
equivalente a la recomendada para humanos. El tratamiento duró tres meses y al fi- 53 
nalizar este periodo las ratas fueron sacrificadas para la realización de un estudio his- 54 
tológico. 55 

2. Resultados 56 

Se realizó un control de la ganancia de peso de las ratas cada dos semanas, y se evaluó 57 
la ganancia de peso tanto absoluta como relativa (Fig. 1). Los resultados no mostraron 58 
diferencias significativas asociadas a los tratamientos excepto a las cuatro semanas de 59 
tratamiento, cuando la ganancia relativa (%) del grupo tratado con agua filtrada y 60 
dieta con pro-biótico fue significativamente mayor que la del grupo tratado simple- 61 
mente con agua filtrada, pero esta diferencia no se mantuvo a tiempos más largos de 62 
tratamiento. El cálculo de las áreas bajo la curva para los valores absolutos, no mostró 63 
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento, por lo que se concluye que 64 
los tratamientos no tuvieron un efecto relevante sobre el peso de los animales. 65 

 66 
Figura 1. Incremento de peso total (panel superior) y relativo (panel inferior) medido cada dos se- 67 
manas durante tres meses. La gráfica muestra la media +/- la desviación estándar. 68 
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Seguidamente, con el fin de determinar el estado inflamatorio gneral en las ratas, se 69 
evaluaron en muestras de plasma los niveles circulantes de las citociinas IL-1b, IL-4, IL-6, 70 
TNFa y IL-10. Encontrandose cambios significativos en los niveles de IL-1b e IL-10, 71 
citocinas generalmente consideradas como marcadores de tipo M1 y M2, 72 
inmunoactivadora e inmunosupresora de macrófagos, respectivamente. Se observó a 6 73 
semanas de tratamiento, mayores niveles de IL-1b en ratas lean que tomaron agua de grifo 74 
que en ratas que tomaron agua filtrada y menores niveles de IL-10 en ratas que tomaron 75 
agua de grifo que en ratas que tomaron agua filtrada (Fig. 2), lo que sugiere que la toma 76 
de agua alcalinizada favorece un perfil inmunosupressor y anti-inflammatorio. 77 

 78 
Figura 2. Cambio en los niveles plasmáticos de IL-1b e IL-10 en relación a los niveles observados a t 79 
= 0 tras 6 semanas de tratamiento.     Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. La gráfica muestra la me- 80 
dia y +/- el error SEM. *p<0.05 (t test). 81 

Seguidamente se evaluó como los tratamientos afectaban a la capacidad antioxidante total 82 
en plasma, para ello se midió la capacidad antioxidante rápida (Q1), lenta (Q2) y total 83 
(QT)utilizando el lector electroquímico e-BQC (BioQuoChem). No observandose diferen- 84 
cias significativas entre los grupos de tratamiento ni a 1 mes ni a 3 meses (Fig. 3), lo que 85 
sugiere que los tratamientos no afectaron de manera global a la capacidad antioxidante 86 
de las ratas. 87 

 88 

Figura 3. Medida de la capacidad antioxidante total (QT) en muestras de plasma de ratas tratadas 6 89 
semanas (panel izquierdo) o 3 meses (panel derecho).    Grifo,   Filtro,    Filtro + Dieta. La grá- 90 
fica muestra las unidades electroquímicas proporcionadas por el lector e-BQC, incluye los valores 91 
medios +/- la desviación standard.  92 

Con el fin de analizar el impacto de los tratamientos sobre el metabolismo a nivel sistémico 93 
se utilizó un sistema de calorimetría indirecta para determinar el consumo de oxígeno (O2) 94 
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y la producción de CO2 en las ratas y sus cambios en respuesta a los tratamientos a 6 95 
semanas (1,5 meses) y a tres meses (Fig. 4). Los resultados obtenidos mostraron en las 96 
ratas control (grifo) un gradual descenso en la actividad metabólica afectando tanto al 97 
consumo de O2 como a la producción de CO2, estos cambios fueron significativos en el 98 
periodo nocturno en ratas normales a los tres meses, y en ratas obesas tanto en el periodo 99 
nocturno como en el diurno a los tres meses. La bajada en la producción de CO2 también 100 
fue significativa en las ratas control (grifo) obesas a las 6 semanas. Estas reducciones no se 101 
observaron o no alcanzaron significación estadística en los grupos tratados con agua fil- 102 
trada, con o sin dieta. De hecho, en ratas obesas, la magnitud del cambio fue significativa- 103 
mente menor en ratas tratadas con agua filtrada y pro-biótico que en las ratas control, 104 
tanto te día como de noche, afectando tanto al consumo de O2 como a la producción de 105 
CO2. Estos resultados sugieren que el tratamiento con agua filtrada y especialmente en 106 
combinación con pro-biótico mantiene mejor la actividad metabólica que el agua de grifo, 107 
especialmente en ratas obesas. 108 

 109 

Figura 4. Medida del consumo de oxígeno O2 (paneles superiores) y la producción de CO2 (paneles 110 
inferiores) mediante calorimetría indirecta en ratas. Las ratas se evaluaron antes del inicio del trata- 111 
miento, a las 6 semanas y a los 3 meses de tratamiento.     Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. La 112 
gráfica muestra las diferencias respecto a los valores obtenidos a tiempo 0 para el volumen de O2 113 
consumido y CO2 producido, se incluyen los valores medios +/- la desviación standard. *p<0.05 (t 114 
test). 115 

 116 
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Figura 5. Determinación de los niveles de MUC2 mediante análisis por IF de cortes de tejido del 117 
intestino delgado y del colon.    Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. Las gráficas muestran valores 118 
relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios +/- la desviación stan- 119 
dard. *p<0.05 (t test). En el panel izquierdo se incluyen imágenes representativas de los grupos to- 120 
madas con un objetivo 20x. 121 

Con el fin de evaluar el impacto a nivel intestinal de los tratamientos, estudiamos el estado 122 
de la mucosa intestinal tanto a nivel de intestino delgado como grueso, mediante marcaje 123 
por IF de cortes de tejido intestinal con anticuerpos dirigidos contra la Mucina (MUC29, 124 
una proteína oligomérica que es un componente fundamental del mucus intestinal. La 125 
reducción en los niveles de MUC2 va asociada a una perdida de la barrera intestinal y 126 
favorece el desarrollo de procesos inflamatorios y las infecciones intestinales. Se observó 127 
que en ratas normales el tratamiento con agua filtrada aumentaba significativamente los 128 
niveles de mucina en el colon. Así mismo, la comparación global de todas las ratas trata- 129 
das con agua filtrada (con o sin pro-bióticos), respecto a las control (grifo), mostró un au- 130 
mento significativo para el caso de lar ratas tratadas con agua filtrada. Por otra parte, en 131 
ratas obesas, se observó un aumento significativo en los niveles de mucina en las ratas 132 
tratadas con agua filtrada y pro-bióticos respecto a las ratas control, la diferencia también 133 
fue significativa al comparar de manera global todas las ratas tratadas con agua filtrada 134 
(con o sin pro-biótico) con las ratas control (Fig. 5). Estos resultados sugieren que el trata- 135 
miento con agua filtrada con o sin pro-bióticos induce un mejor mantenimiento de la mu- 136 
cosa intestinal que el agua de grifo. 137 

Teniendo en cuenta que los cambios en la mucosa se suelen relacionar con el estado infla- 138 
matorio de esta y que los resultados que apuntaban a una mejora en el estado inflamatorio 139 
a nivel sistémico en ratas tratadas con agua filtrada, se evaluó el nivel de inflamación in- 140 
testinal mediante la determinación de la presencia de macrófagos mediante tinción por 141 
IHQ con un anticuerpo dirigido contra F4/80. 142 

 143 
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 144 

Figura 6. Determinación de la presencia de macrófagos mediante tinción IHQ con anticuerpos con- 145 
tra F4/80 de cortes de tejido del intestino delgado y del colon.    Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. 146 
Las gráficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores 147 
medios +/- la desviación standard. *p<0.05 (t test). En el panel izquierdo se incluyen imágenes re- 148 
presentativas de los grupos tomadas con un objetivo 20x. 149 

El análisis del área de tejido positiva para F4/80 mostró en el intestino del gado de ratas 150 
normales y en el colon de ratas obesas una significativamente menor presencia de macró- 151 
fagos en ratas tratadas con agua filtrada que en ratas que bebieron agua de grifo. Las ratas 152 
tratadas con agua filtrada y pro-bióticos mostraron una tendencia similar, pero en este 153 
caso las diferencias no alcanzaron significación estadística. Estos datos son consistentes 154 
con la observada mejora en la mucosa intestinal y la reducción en la inflamación a nivel 155 
sistémico observadas anteriormente, y apoyan la idea general de una mejora en el estado 156 
intestinal en ratas tratadas con agua filtrada. 157 

Posteriormente se analizaron los niveles de expresión de las citocinas IL-1b e IL-10 en el 158 
tejido intestinal. Se observó que los niveles de IL-1b en el intestino delgado de las ratas 159 
tratadas con agua filtrada y pro-bióticos eran inferiores a los de ratas control. Sin embargo, 160 
para los otros grupos no se identificaron cambios significativos, aunque en ratas obesas el 161 
grupo de ratas tratadas con agua filtrada mostro una tendencia a menores niveles de IL- 162 
1b y mayores de IL-10 que las ratas tratadas con agua de grifo, tanto en intestino delgado 163 
como grueso, que es consistente con los resultados anteriores. 164 

 165 

Figura 7. Análisis por qRT-PCR de los niveles de expresión de IL-1b e IL-10 en muestras de tejido 166 
de intestino delgado y de colon.    Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. Las gráficas muestran valo- 167 
res relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios +/- la desviación 168 
standard. *p<0.05 (t test). 169 

Para determinar si estos cambios estaban relacionados con los niveles de estrés oxidativo 170 
que soportaba el tejido se analizó mediante IF la presencia de proteínas modificadas oxi- 171 
datívamente con el lípido HNE utilizando anticuerpos específicos. Se observó que las ra- 172 
tas tratadas con agua filtrada tenían en su conjunto significativamente menos proteínas 173 
modificadas en el intestino delgado que las ratas control, y la misma tendencia fue obser- 174 
vada en el colon, y para las ratas tratadas con agua filtrada y pro-biótico, aunque las dife- 175 
rencias no alcanzaron significación estadística. Por tanto, estos datos apoyan la idea de 176 
que el tratamiento con agua filtrada reduce el estrés oxidativo a nivel intestinal, un efecto 177 
que puede estar relacionado con la mejora del estado inflamatorio y el estado de la mu- 178 
cosa. 179 
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 180 

Figura 8. Determinación de los niveles de proteínas modificadas con HNE mediante análisis por IF 181 
de cortes de tejido del intestino delgado y del colon.    Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. Las grá- 182 
ficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores medios 183 
+/- la desviación standard. *p<0.05 (t test). En el panel izquierdo se incluyen imágenes representati- 184 
vas de los grupos tomadas con un objetivo 20x. 185 

 186 

Figura 9. Análisis por qPCR del contenido microbiano en heces. Se analizaron los grupos bacteria- 187 
nos indicados en las gráficas en los tiempos indicados.    Grifo,    Filtro,    Filtro + Dieta. Las 188 
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gráficas muestran valores relativos a la media del grupo control (grifo), se incluyen los valores me- 189 
dios +/- la desviación standard. La comparación estadística entre grupos se realizó mediante t test 190 
tipo 1 (variaciones en el tiempo) y tipo 2 (diferencias entre grupos). *p<0.05, *p<0.01 comparando 191 
con t=0, #p<0.05, ##p<0.01 comparando con grupo control (grifo), $p<0.05, $$$p<0.001 comparando el 192 
grupo agua filtrada con el grupo filtro+dieta.  193 

Finalmente, se evaluó el impacto que el agua filtrada y la dieta pro-biótica tenían sobre la 194 
composición microbiana intestinal, para ello se tomaron heces frescas antes, a las 6 sema- 195 
nas y a los tres meses de tratamiento, se aisló el DNA y se analizaron mediante qPCR los 196 
principales grupos bacterianos para los que previamente se habían descrito cambios sig- 197 
nificativos en sujetos con síndrome metabólico, obesidad, diabetes, y/o que sufrían fuertes 198 
variaciones con el tipo de dieta. En concreto, se estudiaron, Bacteroidetes, the group Blautia 199 
coccoides-Eubacterium rectale, the Clostridium cluster IV, Bifidobacterium spp., Lactobacillus 200 
spp., Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Faecaibacterium and Akkermansia muciniphila. Aun- 201 
que la variedad en el microbioma es tan grande como sujetos que lo portan, y dietas que 202 
los alimentan, se han identificado tendencias generales asociadas a la mala función intes- 203 
tinal, la disbiosis, que se caracteriza por cuatro fenómenos que pueden ser concurrentes, 204 
la perdida de microbiota beneficiosa, el sobre-crecimiento de bacterias potencialmente da- 205 
ñinas, una reducción general en la diversidad microbiana, y cambios importantes en el 206 
metabolismo de las propias bacterias, lo que se evidencia en la presencia aumentada o 207 
disminuida de productos de su catabolismo (2). En particular, una disminución significa- 208 
tiva en los géneros bacterianos Akkermansia, y Faecalibacterium se ha observado en perso- 209 
nas obesas al compararlas con personas con normopeso (3). Los datos obtenidos en nues- 210 
tro estudio para Akkermansia mostraron una diferencia significativa entre los grupos a tres 211 
meses de tratamiento, mientras en ratas normales se producía un descenso significativo a 212 
los tres meses de tratamiento respecto a los niveles basales (a t=0), esta reducción era sig- 213 
nificativamente menor (filtro + dieta), o no se producía (filtro) en los otros grupos. Las 214 
mismas tendencias se observaron en ratas obesas, alcanzando significación estadística la 215 
comparación entre ratas tratadas con agua filtrada a tres meses, con las ratas tratadas con 216 
agua de grifo. Respecto a Faecalibacterium, en este caso la magnitud de los cambios fue 217 
mucho menor, y solamente se observó una tendencia no significativa, a la bajada en ratas 218 
obesas tratadas con agua de grifo a las seis semanas que alcanzó significación estadística 219 
en el grupo de ratas tratadas con agua filtrada y dieta, pero no se observaron diferencias 220 
significativas entre los grupos. En su conjunto estos datos sugieren una mejora en estos 221 
grupos derivada del tratamiento con agua filtrada y es observable tanto en ratas normales 222 
como obesas. 223 

El cluster Clostridium IV, al que pertenece Faecalibacterium y que se considera beneficioso 224 
por su capacidad de producir butirato, y cuyos niveles se aumentan en dietas con alimen- 225 
tos de origen vegetal (4), se modificó de manera similar en respuesta a los tratamientos, 226 
pero los cambios fueron más significativos, observándose en ratas normales y obesas del 227 
grupo control (grifo) una bajada significativa a los tres meses y a las seis semanas, que no 228 
se observó en los otros grupos siendo significativa la diferencia en ratas obesas para los 229 
niveles a las 6 semanas tanto del grupo tratado con agua filtrada a las 6 semanas como 230 
para el grupo tratado con agua filtrada y dieta tanto a 6 semanas como a los 3 meses. 231 
Además, también se encontró una diferencia significativa para el contraste ratas obesas 232 
tratadas con agua filtrada y dieta respecto a las tratadas con agua filtrada a los 3 meses, 233 
siendo los niveles superiores en las ratas tratadas con agua filtrada y dieta. Por tanto, en 234 
este contexto, tanto el agua filtrada como la dieta tendieron a aumentar o mantener más 235 
altos los niveles de Clostridium IV. 236 

Clostridium pertenece al filo de los Firmicutes está formado por más 200 géneros diferentes 237 
entre los que encontramos Lactobacillus, Bacillus, y Clostridium. Un aumento en los Firmicu- 238 
tes y una bajada en las especies del filo de Bacteroidetes es comúnmente considerado como 239 
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un indicador de disbiosis microbiana asociada al síndrome metabólico (5). Pertenecientes 240 
a la clase Clostridia, el grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale han sido particularmente 241 
bien relacionados con la disbiosis asociada a la obesidad y al síndrome metabólico (6). En 242 
el contexto del presente estudio se observó en las ratas control (grifo) una reducción sig- 243 
nificativa en estas bacterias a las 6 semanas de tratamiento en ratas normales y al los 3 244 
meses en ratas obesas, también en el grupo tratado con agua filtrada y dieta se produjo 245 
una bajada significativa en ratas normales a los 3 meses y en ratas obesas a las 6 semanas, 246 
pero no se observaron diferencias significativas entre los grupos. 247 

En relación a Lactobacillus spp. los estudios realizados indican, por una parte, que distintas 248 
especies del género se comportan de manera diferente en relación a la obesidad y al sín- 249 
drome metabólico, además, de manera similar a lo observado con el cluster Clostridium 250 
IV, hay una fuerte modificación por el tipo de dieta, variando mucho si los sujetos toman 251 
dietas ricas en azúcares o en grasa (7). En el contexto del presente estudio observamos que 252 
las ratas obesas presentaban mayores niveles de Lactobacillus spp. que las ratas control 253 
(7.12+/-0.31 vs 6.89+/-0.26 Log10 CFU/gr faeces), y se observó que las ratas normales trata- 254 
das con agua filtrada y pro-bióticos presentaban una reducción significativa en los niveles 255 
a 3 meses. Este cambio no se observó en los otros grupos ni en las ratas obesas, lo que 256 
sugiere que este efecto potencialmente beneficioso es dependiente del tratamiento con 257 
pro-bióticos y de la ausencia de obesidad.  258 

Bacterias localizadas en el intestino distal como los Bacteroides, Bifidobacterium y Enteroco- 259 
ccus son fundamentales porque sintetizan vitaminas como la B12 y la K (8). Enteroccus spp. 260 
se ha demostrado que mantiene una relación inversa con la ganancia de peso (9). En este 261 
estudio, en ratas normales, se observó que el grupo tratado con agua filtrada y pro-bióti- 262 
cos aumentaba los niveles de Enteroccus spp. tanto a 6 semanas como a 3 meses, y este 263 
aumento era significativo al hacer una comparativa dentro del grupo como al comparar 264 
los grupos entre sí, que se sugiere que es un efecto específico del tratamiento con pro- 265 
bióticos. Sin embargo, en ratas obesas tanto el grupo control (grifo) como los grupos tra- 266 
tados con agua filtrada con o sin pro-bióticos, mostraron una bajada respecto a los niveles 267 
basales que fue significativa en todos los casos a los 3 meses, sin observarse diferencias 268 
significativas entre los grupos, lo que sugiere que el efecto del pro-biótico es menor en 269 
ratas obesas. Aunque la obesidad se ha relacionado con una perdida de Bacteroides en ge- 270 
neral y Bacteroides fragilis en particular (10), la concentración en heces de Bacteroides fragilis 271 
se ha mostrado que correlaciona positivamente con el índice de masa corporal en algunos 272 
casos (11). En el contexto de este estudio se observó que en ratas normales se producía 273 
una disminución significativa en los niveles de Bacteroides fragilis a los tres meses de tra- 274 
tamiento tanto en ratas control (grifo) como en ratas tratadas con agua filtrada y dieta. 275 
Aunque este cambio no se observó en ratas tratadas con agua filtrada, el contraste con el 276 
grupo control no alcanzó significación estadística. En ratas obesas se observó un aumento 277 
a los tres meses en ratas tratadas con agua filtrada y dieta que no fue detectable en los 278 
otros grupos. Estos datos podrían ser indicativos de una mejora en relación a Bacteroides 279 
fragilis que en ratas normales se asociaría principalmente al agua filtrada, mientras que en 280 
ratas obesas requeriría además de la presencia de pro-bióticos en la dieta. 281 

Las Bifidobacterium spp. también aparecen generalmente reducidas en individuos obesos 282 
(2). En el presente estudio solamente se observaron cambios significativos en respuesta a 283 
los tratamientos en ratas obesas, en las que a los tres meses el grupo tratado con agua 284 
filtrada y pro-bióticos mostró mayores niveles al comparar tanto dentro del grupo con el 285 
tiempo 0 como entre grupos, lo que sugiere que se trata de un efecto dependiente de los 286 
pro-bióticos y solamente detectable en condiciones de obesidad. 287 

El filo de las Proteobacterias, bacterias gramnegativas, es el que más consistentemente se 288 
ha asociado a la obesidad y al síndrome metabólico, en concreto Enterobacteriaceae se han 289 
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encontrado aumetadas no solo en heces, sino tambien en sangre y varios tejidos en este 290 
contexto (12). En este estudio se encontró en ratas normales tratadas con agua de grifo 291 
un aumento significativo en estas bacterias tanto a las 6 semanas como a los 3 meses de 292 
tratamiento, pero no en ratas tratadas con agua filtrada o agua filtrada y dieta. Además, 293 
el contraste ratas control vs ratas tratadas con agua filtrada resultó significativo a las 6 294 
semanas de tratamiento y el contraste ratas control vs ratas tratadas con agua filtrada a 295 
los 3 meses. En las ratas obesas no se encontraron cambios significativos. Por tanto estos 296 
ratos parecen indicar que el tratamiento con agua filtrada previene el aumento en estas 297 
bacterias en ratas normales. 298 

3. Discusión 299 

Los estudios previos del grupo sugerían que el consumo de agua alcalinizada reducía 300 
el estrés oxidativo y reducía la inflamación, en ratas y en ratones (13). El presente 301 
estudio confirma los resultados anteriores, mostrando que, sin modificar el perfil de 302 
ganancia de peso (Fig. 1), ni la capacidad antioxidante (Fig. 2) de forma significativa, 303 
el tratamiento con agua filtrada alcalinizada mejora el perfil inflamatorio en ratas Zu- 304 
cher, reduciendo los niveles de IL-1b a la vez que aumenta los niveles de IL-10 en 305 
plasma (Fig. 2). Para determinar si estos cambios podrían derivarse del efecto del agua 306 
filtrada sobre el intestino analizamos las posibles modificaciones en el microbioma 307 
intestinal, observandose que el tratamiento con agua filtrada tenía un efecto positivo 308 
sobre los grupos bacterianos asociados con una buena salud intestinal como Akker- 309 
mansia mientras que reducía la presencia de bacterias asociadas con la disbiosis como 310 
las Enteriobacteriaceae, efectos que fueron más significativos para las ratas normales 311 
que para las obesas, un grupo en el que el complemento con pro-bióticos produjo un 312 
efecto diferencial (Fig. 9). Estos cambios en las bacterias comensales probablemente 313 
se relacionan muy cercanamente con la mejora observable en la mucosa intestinal, 314 
tanto a nivel de colon como de intestino delgado, en ratas normales y obesas (Fig. 5), 315 
que se acompañaron de una reducción significativa en el infiltrado inflamatorio (Fig. 316 
6-7) que, a su vez, es probable que sea la causa más directa de la bajada en la cantidad 317 
de proteínas modificadas por oxidación con HNE detectables en el tracto intestinal 318 
(Fig. 8). Todos estos datos apoyan, por tanto, la hipótesis de que el agua alcalinizada 319 
puede mejorar el estado inflamatorio intestinal y reducir la disbiosis, redundando en 320 
un mejor estado de salud general. 321 

4. Materiales and Métodos. 322 
 323 

Ratas. En este estudio se utilizaron ratas macho Zucher Delgadas (Lean) y Zucher 324 
Obesas (Obese). Los animales se compraron en Charles River y se alojaron en las instala- 325 
ciones para animales del IIBm. Los protocolos de experimentación animal fueron aproba- 326 
dos por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales y la Consejería de Medio 327 
Ambiente de la Comunidad de Madrid (PROEX 117/20). Todos los procedimientos se ajus- 328 
taron a la Declaración de Helsinki. Todos los animales recibieron cuidados humanitarios 329 
de acuerdo con los criterios descritos en la "Guía para el cuidado y uso de animales de 330 
laboratorio" preparada por la Academia Nacional de Ciencias y publicada por los Institu- 331 
tos Nacionales de Salud (No. 86-23 revisada en 1985). Ratas de 16 semanas de edad se 332 
dividieron en tres grupos experimentales: a un grupo se le dio para beber agua de grifo 333 
(no filtrada, no esterilizada) disponible en el Instituto, al segundo y tercer grupo se les dio 334 
el mismo agua pero previamente filtrada con el sistema de filtrado de agua alcalina ioni- 335 
zada Alkanatur®. El agua se cambió a diario. El tercer grupo de animales se alimentó con 336 
una dieta suplementada con 3 g/Kg de Megaflora 9 EVO (Solchem®). Cada grupo experi- 337 
mental incluyó 6 animales. El aumento de peso se controló cada 2 semanas. Las heces se 338 
recogieron a t=0, 1 mes y 3 meses de tratamiento. Los animales fueron tratados durante 3 339 
meses y luego sacrificados por decapitación tras inyección intraperitoneal con 340 
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pentobarbital sódico (100 mg/kg). Se recogió sangre y se separaron el plasma y las PBMC 341 
utilizando un gradiente de Ficoll y se almacenaron a -80oC. Se recogieron los intestinos, se 342 
lavaron en PBS y se cortaron en secciones. Las secciones de tejido se congelaron instantá- 343 
neamente y se almacenaron a -80°C o se fijaron en formalina tamponada al 10 %, luego se 344 
incluyeron en parafina, y se cortaron secciones de 4 µm con un micrótomo, que se despa- 345 
rafinaron e hidrataron como pasos previos a su tinción. 346 

 347 
Calorimetría indirecta. Se utilizó un sistema de calorimetría indirecta PhenoMaster 348 

(TSE Systems) para analizar el metabolismo en animales vivos con movimiento libre de 349 
forma automática y continua durante 5 ciclos de luz-oscuridad en una instalación dedi- 350 
cada con ambiente controlado en el IIBm. Las ratas se aclimataron primero a la sala Pheno- 351 
Master durante 3 días antes de que comenzara el experimento. Luego, cada rata se asignó 352 
a una jaula individual con un sistema de recolección y suministro de gas por separado, 353 
que fue controlado por el software TSE PhenoMaster. Se recogieron los siguientes pará- 354 
metros: VO2, VCO2, RER, gasto energético (H1+), actividad (XT+YT), peso de la ingesta y 355 
volumen bebida a intervalos de 1h durante 72 h. Los datos se extrajeron y analizaron uti- 356 
lizando el software TSE PhenoMaster. Los datos presentados corresponden a las medias 357 
por periodo de los valores obtenidos cada hora durante el segundo ciclo de 24 h, cuando 358 
las medidas fueron más estables.  359 

 360 
Microbioma. Se tomaron muestras de heces y se purificó a partir de ellas DNA bacte- 361 

riano utilizando el kit QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit. La cuantificación bacteriana se 362 
realizó por qPCR utilizando primers específicos de los grupos bacterianos: Bacteroides, 363 
grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale, grupo Clostridium cluster IV, Bifidobacterium 364 
spp., Lactobacillus spp., Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Faecaibacterium y Akkermansia 365 
muciniphila dirigidos contra los genes que codifican los 16S rRNA. 366 

 367 
Enterobacteriaceae  368 
Eco1457 Forward  5’-CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC-3’   369 
Eco1652 Reverse   5’-CTCTACGAGACTCAAGCTTGC-3’  370 
  371 
Grupo Blautia coccoides-Eubacterium rectale  372 
gCcoc Forward 5’-AAATGACGGTACCTGACTAA-3’ 373 
gCcoc Reverse 5’-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3’  374 
 375 
Clostridium cluster IV  376 
sg-Clept Forward 5’-GCACAAGCAGTGGAGT-3’ 377 
sg-Clept Reverse 5’-CTTCCTCCGTTTTGTCAA-3’  378 
 379 
Enterococcus spp.  380 
Enteroc Forward 5’-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3’ 381 
Enteroc Reverse 5’-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3’  382 
 383 
Lactobacillus  384 
Lacto Forward 5’-CACCGCTACACATGGAG-3’ 385 
Lacto Reverse  5’-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’  386 
 387 
Bifidobacterias  388 
Bif Forward 5’-TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG-3’ 389 
Bif Reverse  5’-CCACATCCAGC(A/G)TCCAC-3’ 390 
   391 
Bacteroides fragilis group  392 
Bfra Forward 5’-ATAGCCTTTCGAAAGRAAGAT-3’ 393 
Bfra Reverse 5’-CCAGTATCAACTGCAATTTTA-3’  394 
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 395 
Faecalibacterium praustnizzi  396 
Fprau223 Forward 5’-GATGGCCTCGCGTCCGATTAG-3’ 397 
Fprau420 Reverse 5’-CCGAAGACCTTCTTCCTCC-3’ 398 
 399 
Akkermansia muciniphila 400 
S-St-Muc-1437-a-A-20 Forward 5’- CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT-3’ 401 
S-St-Muc-1129-a-a-20 Reverse 5’-CAGCACGTGAAGGTGGGGAC-3’ 402 
 403 
Inmunohistoquímica (IHC). La fijación y la tinción de los tejidos se realizaron con el kit 404 

Vectastain ABC y el kit de sustrato de peroxidasa DAB (ambos de Vector Laboratories, 405 
Burlingame, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se incubaron 406 
con anticuerpo primario anti-F4/80 (MCA497; AbD Serotec, Oxford, Reino Unido) y luego 407 
con anticuerpo secundario anti-rata (NA935 GE Healthcare, Boston (MA), EE. UU) ligado 408 
a fosfatasa alcalina, y finalmente se revelaron. Las imágenes se adquirieron con un mi- 409 
croscopio Nikon E90i equipado con una cámara DS-Fi1 (Nikon, Tokio, Japón). 410 

 411 
Inmunofluorescencia (IF). Los procedimientos de fijación, tinción y análisis fueron los 412 

descritos anteriormente [1]. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-Mucin 2 (sc- 413 
7314; Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas (TX), EE. UU.) y anti-HNE (AB5605, Merk, 414 
Darmstadt, Alemania). La inmunofluorescencia se detectó mediante incubación con un 415 
anticuerpo secundario fluorescente (FITC; Merck, Darmstadt, Alemania). Luego, las 416 
muestras se tiñeron con DAPI (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), se montaron y visualiza- 417 
ron usando un microscopio de fluorescencia, Zeiss LSM 700. 418 

 419 
Las imágenes IHC e IF se analizaron utilizando el software Fiji-ImageJ (NIH) para 420 

determinar el área positiva frente al área total del tejido (IHQ) o la señal total integrada 421 
(IF). 422 

 423 
Análisis de expresión génica. Las muestras de tejido intestinal se homogeneizaron en 424 

presencia de 1 ml de reactivo TrizolTM y se aisló el ARN total siguiendo las instrucciones 425 
del fabricante. El ADNc se sintetizó a partir de preparaciones de ARN total mediante 426 
transcripción inversa de 1 µg de ARN utilizando la transcriptasa inversa MMV, en un 427 
volumen final de 20 µ. La mezcla se incubó a 37 ºC durante 45 min y luego se enfrió du- 428 
rante 2 min a 4 ºC. el ADNc resultante se usó como molde para una qPCR posterior. Los 429 
cebadores utilizados se enumeran a continuación. Cada reacción de PCR de 10 µl incluía 430 
1 µl de ADNc, 5 µl de qPCRBIO SyGreen Mastermix (Cultek, Dutscher Group) y cebado- 431 
res (0,3 µM). Las muestras se analizaron por triplicado en un Mastercycler® RealPlex2, 432 
Eppendorf). Se usó 36B4 como control de carga. 433 

 434 
36B4 Forward 5’-GCGACCTGGAGTCCAACTA-3’ 435 
36B4 Reverse 5’: ATCTGCTGCATCTGCTTGG-3’ 436 
IL-1ß Forward 5’-GCCAACAAGTGGTATTCTCCATGAGC-3’ 437 
IL-1ß Reverse 5’-TTGTCACCCCGGATGGAATG-3’ 438 
IL-10 Reverse 5’-TTGTCACCCCGGATGGAATG-3’  439 
IL-10 Forward 5’-GCTCAGCACTGCTATGTTGC-3’ 440 
 441 
Citocinas. Los niveles circulantes de IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10 y TNFa, se analizaron por 442 

citometría celular en muestras de plasma utilizando Multiplex Cytokine Assays (Procar- 443 
taPlex Immunoassays (ThermoFisher Scientific)) en el CNB (CSIC) Unidad de Citometría 444 
de Flujo. Las muestras analizadas de ratones lean corresponden a mezclas de plasma pro- 445 
veniente dos ratones. Los valores obtenidos se corrigieron por la concentración de proteí- 446 
nas en la muestra determinada por el método de Lowry por colorimetría. 447 

 448 
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Capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante se determinó en muestras de 449 
plasma utilizando el sistema analítico electroquímico e-BQC (BioQuoChem), que mide la 450 
capacidad antioxidante total (QT), rápida (Q1) y de acción lenta (Q2). 451 

 452 
Análisis estadístico. Para el procesamiento de datos se utilizó Microsoft Excell. Se uti- 453 

lizó Graph Path Prism 9 para el análisis estadístico y la preparación de gráficos. Los datos 454 
se expresan como media ± SD ó +/- SEM según se indica en las gráficas. La normalidad de 455 
los datos se evaluó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La significación estadís- 456 
tica de las diferencias entre los grupos se evaluó mediante la prueba t no pareada o pa- 457 
reada de dos colas, ANOVA unidireccional y bidireccional. Se utilizó la prueba de Levene 458 
para la igualdad de varianzas. Los valores se consideraron estadísticamente significativos 459 
cuando p< 0.05. No han sido descartados valores, los valores no incluidos no pudieron 460 
obtenerse por problemas de adquisición o por problemas técnicos con las muestras o los 461 
animales. 462 
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