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RESUMEN

Introduccion: es conocido que la dieta juega un papel clave en la
composicién corporal y afecta al balance energético; sin embargo,
la informacién es limitada acerca de la influencia de alimentos y

nutrientes especificos como es el caso de los productos lacteos, un



grupo basico de alimentos y una importante fuente de nutrientes en
la dieta.

Objetivos: evaluar la influencia del consumo de leche fermentada
de cabra o vaca sobre la composicién corporal y la regulacién del
apetito en animales adultos.

Material y métodos: se han utilizado 20 ratas Wistar macho
adultas, alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche
de vaca o de cabra fermentada. Se analizaron la evolucién de la
composiciéon corporal y las concentraciones plasmaticas de
adipoquinas (leptina y adiponectina), hormonas reguladoras del
metabolismo intermediario (grelina e insulina, hormona estimulante
de la glandula tiroides, triyodotironina, tiroxina) y acidos grasos no
esterificados (AGNE).

Resultados: el peso y el porcentaje de grasa corporal fueron
menores (p < 0,001) y la masa magra fue mayor (p < 0,01) en los
animales alimentados con la dieta basada en leche de cabra
fermentada. No se registraron diferencias entre dietas para las
concentraciones plasmaticas de hormonas tiroideas y de insulina.
Los niveles de grelina y adiponectina disminuyeron (p < 0,001), y
los niveles de leptina y AGNE aumentaron (p < 0,001) con la dieta
basada en leche fermentada de cabra.

Conclusion: el consumo habitual de leche de cabra fermentada
disminuye la adiposidad y el peso corporal en las ratas adultas al
incrementar el gasto energético, la lipdlisis y Ila sensacién de

saciedad.

Palabras clave: Leche de vaca o cabra fermentada. Composicion

corporal. Regulacién del apetito.

ABSTRACT
Introduction and objective: it is known that diet plays a key role

in body composition and affects energy balance. However, scarce



information is available in the scientific literature about the
influence of food and specific nutrients such us dairy products, a
basic food group and an important source of nutrients in the diet.
The objective of this work was to evaluate the influence of
fermented dairy products (goat or cow milk) on body composition
and appetite regulation in adult animals.

Material and methods: twenty adult male Wistar albino rats were
fed fermented goat or cow milk-based diets for 30 days. The
evolution of body composition and plasma concentrations of
adipokines (leptine and adiponectine), intermediary metabolism
regulating hormones (ghrelin, insulin, thyroid stimulating hormone,
triyodotironine, thyroxine), and non-esterified fatty acid (NEFA) were
analyzed.

Results: body weight and body fat percentage were lower (p <
0.001) in rats fed fermented goat milk versus those fed fermented
cow milk, whereas lean mass percentage was higher (p < 0.01).
Plasma thyroid hormone and insulin concentrations did not show
significant differences between diets. The fermented goat milk-
based diet decreased ghrelin and adiponectin levels (p < 0.001),
and increased leptine and NEFA concentrations (p < 0.001).
Conclusion: fermented goat milk consumption decreases adiposity
and body weight in adult rats by increasing energy expenditure,

lipolysis, and satiety sensation.

Keywords: Fermented milk (cow or goat). Body composition.

Appetite regulation.

INTRODUCCION

El metabolismo basal esta regulado por el hipotalamo a través de un
complejo circuito neuronal que controla la cantidad de energia que se
ingiere y utiliza en un momento dado. Los componentes importantes

de este sistema incluyen la sensacién de hambre y de saciedad, la



actividad del sistema nervioso auténomo y el sistema endocrino (1).
La dieta juega un papel clave en la composicidn corporal pero,
ademas de afectar al balance energético, todavia existe informacion
limitada sobre la influencia de determinados alimentos y nutrientes
especificos en este sentido.

La regulacién de la ingesta de alimentos constituye un proceso
esencial ya que posibilita el equilibrio necesario entre la cantidad de
energia almacenada en forma de grasa corporal y el catabolismo de
la misma. Este equilibrio es el resultado de la coordinacidon entre
diferentes sistemas que van desde estructuras nerviosas centrales
hasta los adipocitos (2). Los primeros estudios sobre la ingesta de
alimentos mencionaban que el concepto de regulaciéon de la ingesta
se debia a una bajada de la glucosa y de los lipidos en la sangre como
el principal elemento propiciador de la sensacion de hambre.
Actualmente se sabe que en la regulaciéon de la ingesta participan
numerosos péptidos, con acciones sinérgicas o antagdnicas, que son
sintetizados en diferentes tejidos (3).

El hipotdlamo juega un papel importante en el control del apetito. En
él se analizan las sefales del intestino y del tronco cerebral y se
procesan las sefales para el control de la ingesta de alimentos. El
hipotalamo también regula los ritmos circadianos: el nucleo
supraquiasmatico responde a la luz y sincroniza los ritmos
conductuales y fisiolégicos a través de oscilaciones circadianas de los
circuitos cerebrales externos al nucleo supraquiasmatico y en los
tejidos periféricos, generando un ritmo de 24 horas en el
comportamiento de la alimentacion y el metabolismo (4).

La leptina es una hormona de 146 aminodacidos sintetizada por los
adipocitos. Presenta efectos inhibitorios sobre la ingesta de alimentos
ya que estimula el centro de la saciedad al unirse a sus receptores
especificos hipotalamicos, disminuyendo la sintesis y liberacién de
diferentes neuropéptidos. Ademas, la secrecidon de leptina varia de

acuerdo con el ritmo circadiano, incrementandose a lo largo del dia y



bajando durante el suefio nocturno. Por otra parte, es una hormona
gue favorece el gasto energético (5).

La grelina es un péptido compuesto por 28 aminoacidos secretada
fundamentalmente por la mucosa del fondo gastrico. Es la Unica
hormona orexigena periférica que activa los receptores localizados en
los centros del apetito en el hipotalamo. La grelina es conocida como
la “hormona del hambre” y es un péptido estimulador del apetito. En
los seres humanos se produce un aumento preprandial y una caida
posprandial de los niveles plasmaticos de grelina, lo que sugiere que
el péptido desempefa un papel fisiolégico en el inicio de la comida
(6).

Los productos lacteos constituyen un importante grupo de
alimentos y son una buena fuente de nutrientes en la dieta (7). En
la actualidad, el consumo de productos lacteos ha disminuido por su
posible implicacién en el riesgo de padecer obesidad y trastornos
metabdlicos. Sin embargo, varios estudios observacionales vy
transversales han revelado una asociacidén inversa entre el consumo
de productos lacteos y la composicién corporal (8,9), aunque
muchos aspectos de la fisiologia de la regulacién del apetito
durante el consumo de productos lacteos aun no se conocen bien.
Por tanto, con el presente estudio se pretende conocer cémo afecta
el consumo de productos lacteos fermentados a la composicidon
corporal y a la regulacién del apetito en animales adultos sanos
alimentados durante 30 dias con dietas basadas en leche de vaca o

de cabra fermentada.

MATERIAL Y METODOS

Diseno experimental y dietas

Se han utilizado 20 ratas macho adultas (Ratus norvegicus, raza
Wistar albina) procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de
la Universidad de Granada. Los protocolos de manejo, cuidado y

sacrifico de los animales empleados fueron aprobados por el Comité



de Etica de la Universidad de Granada de acuerdo con las directrices
comunitarias de la Unién Europea.

Las ratas fueron divididas en dos grupos experimentales (de 10 ratas
cada uno), alimentados durante 30 dias con dietas basadas en leche
de vaca fermentada (raza Holstein) o leche de cabra fermentada (raza
murciano-granadina). La composicién de las dietas se encuentra en la
tabla |. Se controlé la ingesta de la dieta (pair feed) y los animales
ingirieron agua bidestilada ad libitum.

Al final del periodo experimental los animales se anestesiaron por via
intraperitoneal con pentobarbital sédico (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, EE. UU.) y se les extrajo sangre mediante canulacion de la aorta
abdominal. Se centrifugaron alicuotas de sangre con EDTA como
anticoagulante para la obtencién de plasma y posterior determinacion
de adipoquinas (leptina y adiponectina), hormonas reguladoras del
metabolismo intermediario (grelina e insulina, hormona estimulante
de la glandula tiroides, triyodotironina, tiroxina) y acidos grasos no
esterificados (AGNE).

Fermentacidon y deshidratacion de las leches

Las leches fermentadas se prepararon segun el método descrito
previamente por Moreno-Fernandez y cols. (11). Ambos tipos de leche
se inocularon con iniciadores de yogur tradicional -Lactobacillus
bulgaricus, subsp. Delbruickii, 'y Streptococcus thermophilus
(concentracioén inicial de 1 x 10** UFC/mIl de inéculo)- y se incubaron a
37 °C aproximadamente. Previamente al proceso de deshidratacion,
la muestra de yogur se acondicion6é y traté adecuadamente, y se
homogeneizd calentdndola a 20 °C y agitdndola vigorosamente con
vortex. Una vez preparado, el producto se deshidratd a una
temperatura suave (50 ©9C) para evitar cambios nutricionales
negativos hasta que la humedad final se encontré entre el 2.5% vy el
4.5%.

Evaluacion de la composicion corporal



La composicién del organismo completo (% de grasa y % de masa
magra) se determind usando la resonancia magnética cuantitativa
(QMR) con un sistema Echo MRI Analyzer de Echo Medical Systems
(Houston, Texas, EE. UU.). Todas las mediciones de la QMR se
realizaron durante la fase de luz (09:00 a.m. a 06:00 p.m.). Los
animales se colocaron en un cilindro de plastico de paredes delgadas
(3 mm de grosor, 6,5 cm de diametro interior) para limitar el
movimiento. Posteriormente, los animales se sometieron brevemente
a un campo electromagnético de baja intensidad (0,05 teslas) para
medir la grasa, la masa magra, el agua libre y el agua corporal total.
Este sistema genera una sefal que modifica los patrones de giro de
los atomos de hidrégeno dentro del sujeto experimental y utiliza un
algoritmo para evaluar los cuatro componentes medidos. Las
exploraciones con QMR se realizaron con tiempos de acumulacion de

2 minutos.

Determinacion de hormonas tiroideas, grelina, Ileptina,
adiponectina e insulina

La hormona estimulante del tiroides (TSH), la triyodotironina (T3) y la
tiroxina (T4) se determinaron mediante el uso del panel de esferas
magnéticas RYYMAG-30K Milliplex MAP Rat. La grelina (activa), la
leptina y la insulina se determinaron usando el panel de esferas
magnéticas de hormonas metabdlicas de rata Milliplex MAP de
RMHMAG-84K. Los niveles de adiponectina se midieron usando el
ensayo de metabolismo del panel de adipocitos de rata Milliplex MAP
RADPCMAG-82K (Millipore Corporation, Missouri, EE. UU.), basado en
inmunoensayos en la superficie de microesferas magenéticas
fluorescentes, siguiendo las especificaciones del fabricante (50
eventos por medida; 50 ul de muestra; configuraciéon de ensayo:
8000-15.000; tiempo de espera, 60 segundos). La placa se leyd en el
analizador LABScan 100 (Luminex Corporation, Texas, EE. UU.) con el
software xPONENT para adquisicion de datos. Los valores promedio

de cada conjunto de muestras o estandares duplicados se



encontraban dentro del 15% de la media. Las concentraciones de
hormonas tiroideas, grelina, leptina, insulina y adiponectina en las
muestras de plasma se determinaron comparando la media de las

muestras duplicadas con la curva estandar de cada ensayo.

Determinacion de acidos grasos no esterificados

Los acidos grasos no esterificados (AGNE) son moléculas liberadas por
los triglicéridos por la accion de la enzima lipasa; se transportan en
sangre unidos a la albumina. Aportan solo una pequefa proporcién de
la grasa corporal; sin embargo, proporcionan una gran parte de la
energia metabdlica. Los AGNE se midieron en plasma usando un kit

comercial (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, Reino Unido).

Analisis estadistico

Los datos se muestran como medias %= error estandar de la media
(SEM). El andlisis estadistico se realizé con el programa informatico
SPSS (versién 22.0, 2013, SPSS Inc., Chicago, lllinois, EE. UU.). Las
diferencias entre el grupo alimentado con dieta basada en leche de
vaca fermentada y el alimentado con dieta basada en leche de cabra
fermentada se evaluaron con la prueba de la t de Student. El nivel de

significacidon se establecidé en p < 0,05.

RESULTADOS

La composicion corporal de los animales al inicio del estudio se
detalla en la tabla Il. El peso corporal y los porcentajes de grasa,
masa magra, agua libre y agua total se encontraban dentro del rango
de normalidad para la edad de los animales estudiados.

Después del suministro durante 30 dias de las dietas basadas en
leche fermentada de vaca o cabra, los pardmetros de composicién
corporal mostraron diferencias significativas (Tabla Ill). El peso y el
porcentaje de grasa corporal fueron mayores en los animales
alimentados con la dieta basada en leche de vaca fermentada (p <

0,001). Por el contrario, los porcentajes de masa magra, agua libre y



agua total fueron mayores en los animales alimentados con la dieta
basada en leche fermentada de cabra (p < 0,01 para la masa magra y
p < 0,001 para el agua libre y total).

En la tabla IV se presentan los parametros plasmaticos relacionados
con la regulacion endocrina del metabolismo basal y la ingesta de
alimento. No se registraron diferencias significativas en las
concentraciones plasmaticas de hormonas tiroideas e insulina. Sin
embargo, las concentraciones plasmaticas de grelina y adiponectina
disminuyeron (p < 0,001), y los niveles de leptina y AGNE
aumentaron (p < 0,001) en los animales alimentados con la dieta
basada en leche fermentada de cabra en comparacion con los

alimentados con la dieta elaborada con leche fermentada de vaca.

DISCUSION

El tejido adiposo marrén es el principal tejido implicado en la
termogénesis adaptativa de los pequefios mamiferos y los lactantes
a través de la produccién de calor mediante el desacoplamiento
fisiolégico de las mitocondrias. El desacoplamiento mitocondrial en
el tejido adiposo permite la aceleraciéon de la oxidaciéon del sustrato
sin que aumente en paralelo el ATP, de manera que la energia se
pierde en forma de calor, proceso que es estimulado por las
hormonas tiroideas (1,12). Por otro lado, el metabolismo también
estd regulado por el hipotdlamo a través de un complejo circuito
neuronal que controla la cantidad de energia que se ingiere y utiliza
en cada momento. Los principales componentes que intervienen en
esta regulacion son la sensacion de hambre y de saciedad, y la
actividad del sistema nervioso autdénomo y el sistema endocrino.

La realizacién de la mayoria de los procesos celulares inherentes a
la vida depende de la disponibilidad de sustratos que garanticen un
suministro energético adecuado. En reposo, la termogénesis
adaptativa esta controlada en gran medida por el sistema nervioso
simpatico, como ocurre durante la exposiciéon al frio o la ingesta

caldrica excesiva. En ambas condiciones, el hipotdlamo activa al



sistema nervioso simpatico para aumentar la produccion de calor
(1,13).

Los resultados del presente estudio concuerdan con otros que han
demostrado los efectos beneficiosos del consumo de productos
lacteos en la composicidon corporal (14,15). Sin embargo, estudios
realizados con productos lacteos de leche de vaca (16) mostraron
gque la ingesta total de lacteos, yogur y proteina lactea estaba
inversamente asociada a la grasa corporal; ademas, la ingesta de
yogur y proteina lactea estaba inversamente asociada a la grasa
abdominal. Estos autores también mostraron asociaciones
negativas entre la ingesta de calcio y las medidas de adiposidad, lo
gue respalda aun mas las investigaciones previas que muestran los
beneficios de la suplementacidon con calcio sobre el peso corporal
(17). Estudios anteriores han demostrado que el calcio puede
aumentar la excrecion fecal de acidos grasos, incluidos las grasas
saturadas y los acidos biliares, minimizando los efectos sobre el
colesterol sérico y aumentando la pérdida de energia, lo que puede
afectar a las medidas de adiposidad a través de la lipogénesis y la
lipdlisis (18). En este sentido, la leche de cabra aumenta la
biodisponibilidad del calcio (19) debido al mayor contenido de
vitamina D, que favorece el transporte transcelular saturable de
calcio dependiente de energia, por lo que podria contribuir a
justificar el efecto de la leche fermentada de cabra en la
disminucién de la adiposidad.

Los productos lacteos contienen una amplia gama de nutrientes que
incluyen proteinas (suero y caseina), aminoacidos de cadena
ramificada, y péptidos. En este sentido, la leche de cabra y sus
derivados lacteos contienen una cantidad algo menor de caseinas y
una mayor proporcién de proteinas séricas, lo que explica la mejor
utilizacién digestiva de la proteina de la leche de cabra con respecto
a la de vaca (20,21).-Murphy y cols., en 2013 (16), también
mostraron una relacion inversa entre las proteinas lacteas y todas

las medidas de adiposidad. Estos resultados refuerzan las



investigaciones previas que indican que la proteina lactea podria
ser el componente responsable de los efectos beneficiosos sobre la
composicion corporal (22).

Estos efectos potenciales de la leche de cabra fermentada podrian
estar relacionados con la influencia en el metabolismo lipidico de
los adipocitos y, especificamente, con un aumento de la
termogénesis inducida por la dieta, lo que conduciria a un mayor
gasto de energia y a un menor almacenamiento de grasa. Otro
posible mecanismo asociado al consumo de leche fermentada de
cabra y la mejora de la composicion corporal podria estar
relacionado con Ila evidencia actual que respalda el consumo de
proteina lactea y el papel de los lacteos en la saciedad,
favoreciendo la pérdida de peso y la prevencion del aumento de
peso (23). En este sentido, la leche de cabra fermentada induce la
elevacién de los niveles plasmaticos de leptina y la reduccién de los
de grelina, disminuyendo el apetito, aumentando la sensaciéon de
saciedad y, por consiguiente, reduciendo el peso corporal.

En el presente estudio, las concentraciones plasmaticas de
adiponectina disminuyeron en los animales alimentados con leche
de cabra fermentada. Los AGNE mostraron una correlacién inversa
con las concentraciones plasmaticas de adiponectina, resultados
gue estdn de acuerdo con Kabara y cols. (24), quienes concluyeron
gque los niveles plasmaticos de adiponectina se correlacionan
inversamente con las concentraciones plasmaticas de AGNE, un
marcador importante de la movilizacién de lipidos. En este sentido,
las menores concentraciones de adiponectina observadas en las
ratas alimentadas con leche de cabra fermentada pueden conducir
a un aumento de las tasas de lipdlisis en el tejido adiposo.
Utilizando ratones knockout del gen de adiponectina, Qiao y cols.
(25) demostraron que esta adipoquina reduce la actividad de la
lipasa sensible a hormonas al disminuir la estabilidad de la proteina-
quinasa A. Por lo tanto, las reducciones fisiolégicas de los niveles de

adiponectina tras el consumo de leche de cabra fermentada pueden



mejorar la lipdlisis en el tejido adiposo. En el presente estudio, la
estimulacion de la lipdlisis en el tejido adiposo se evalué mediante
el aumento de las concentraciones de AGNE y reducciones
significativas en la masa de tejido adiposo visceral. El tejido adiposo
visceral, debido a su ubicacidn anatédmica y su drenaje portal,
proporciona un acceso directo al higado a los NEFA y las
adipoquinas derivadas del tejido adiposo, en contraste con el tejido
adiposo subcutaneo (26). Ademas, el tejido adiposo visceral tiene
una mayor concentracion de receptores beta-adrenérgicos y una
mayor actividad de las enzimas lipoliticas, incluida la lipasa sensible
a hormonas (27). Durante los periodos de intensa movilizacién de
lipidos, la grasa adiposa visceral podria ser mas sensible a los
estimulos lipoliticos y la mayor liberacion de AGNE podria reducir
aun mas la expresién de adiponectina (24). Por lo tanto, la conexién
de la lipdlisis adiposa visceral con los niveles de adiponectina podria

ser un factor importante que influiria en la composicion corporal.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio revelan que la dieta basada en
leche de cabra fermentada influye en el metabolismo lipidico,
disminuyendo la adiposidad e incrementando el gasto energético.
Ademas, el consumo habitual de leche de cabra fermentada induce
una elevacién de la concentracién plasmatica de leptina y una
reduccion de la de grelina, disminuyendo el apetito y aumentando
la sensacion de saciedad y, por consiguiente, reduciendo el peso
corporal. Finalmente, el consumo de la dieta basada en leche
fermentada de cabra reduce la concentracidn plasmatica de
adiponectina, lo que conduce a un aumento de la lipdlisis en el
tejido adiposo y a un incremento de la concentracién de acidos
grasos libres no esterificados, reduciendo la masa de tejido adiposo

visceral.
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Tabla I. Composicién de las dietas experimentales (g/kg de dieta)

Dieta basada en leche de vaca

fermentada”

Proteina de leche de vaca 204
Lactosa de leche de vaca 295
Grasa de leche de vaca 100
Almidon de trigo 201
Ingredientes constantes! 200
Dieta basada en leche de cabra
fermentada®

Proteina de leche de cabra 205
Lactosa de leche de cabra 290
Grasa de leche de cabra 100
Almiddn de trigo 205
Ingredientes constantes’ 200

*Las dietas se prepararon de acuerdo con las recomendaciones del
Instituto Americano de Nutricién al igual que los correctores minerales
especificos, teniendo en cuenta el contenido mineral que aportaban
las leches fermentadas (10). fLos ingredientes constantes (g/kg de
dieta) fueron: fibra (celulosa micronizada), 50 g; sacarosa, 100 g;
cloruro de colina, 2,5 g; L-cistina, 3 g; corrector mineral, 35 g; vy

corrector vitaminico, 10 g.



Tabla Il. Composicién corporal de las ratas al inicio del estudio

(n =20)
Peso corporal (g) 243,71 £ 4,62
Grasa (%) 7,45 = 0,35
Masa magra (%) 90,56 = 0,45
Agua libre (%) 0,41 = 0,04
Agua total (%) 76,75 = 0,56




Tabla Ill. Composicién corporal de las ratas alimentadas durante 30

dias con dietas basadas en leche de vaca o cabra fermentada

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
(n =10) (n =10)
361,10 =+

Peso corporal (g) 286,51 + 6,23
9,48
8,61 +

Grasa (%) 7,75 = 0,84°
0,70°
86,96 +

Masa magra (%) 92,21 + 1,90°
0,732

. 0,25 +

Agua libre (%) 0,41 £ 0,07°
0,03¢
73,62 +

Agua total (%) 0.5 78,12 +£1,48°

@ os valores de una misma fila con distinto superindice son

estadisticamente significativos (p < 0,05, test de la t de Student).






Tabla IV. Concentracidn plasmatica de hormonas que afectan al
metabolismo basal y la ingesta de alimentos y acidos grasos no
esterificados en ratas alimentadas durante 30 dias con dietas
basadas en leche de vaca o cabra fermentada

Leche de
Leche de vaca
cabra
fermentada
fermentada
(n =10) (n =10)
TSH (pg/ml) 32,55 £ 2,32 31,98 + 1,86
T (oa/mi) 13.231 + 13.825 +
m
> P9 415,25 289,22
T4 (pg/ml) 1376 = 1298 + 101,32
m + ,
+ P9 88,55
_ 22,36 o
Grelina (pg/ml) 14,54 + 0,38°
1,552
. 735,12 L 739,53 +
Insulina (pg/ml)
35,26 53,02
_ . 1427 + 1054 +
Adiponectina (ng/ml)
127,672 115,21°
Leptina (oa/ml) 1557 + 2355 +
eptina m
P Pg 75,882 123,97°
AGNE (mmol/l) 0,48 = 0,07° 0,62 + 0,08°

TSH: hormona estimulante del tiroides; Ts: triyodotironina; Ta: tiroxina;
AGNE: acidos grasos no esterificados. *’Los valores de una misma fila
con distinto superindice son estadisticamente significativos (p <
0,05, test de la t de Student).



