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ANEXOS

1)

Efecto del consumo de nopal sobre parametros de estrés oxidante en el higado de

ratas Zucker (fa/fa) obesas; relacion con la esteatosis hepatica
Moran-Ramos, S., Avila-Nava, A., Tovar, AR., Pedraza-Chaverri, J., Lopez-Romero,
P.,Torres N., (2012) Opuntia ficus indica (Nopal) Attenuates Hepatic Steatosis and

Oxidative Stress in Obese Zucker (fa/fa) Rats, Journal of Nutrition, 142: 1956—-1963.

Moran-Ramos S., Tovar AR., Torres N., (2012): Friend or foe of enteroendocrine

cells: How it interacts with enteroendocrine cells, Advances in Nutrition, 3: 8—20

Ejemplar de Opuntia ficus indica en el Herbario del Instituto de Ecologia, UNAM.
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RESUMEN

Opuntia ficus indica (nopal) es una cactacea ampliamente consumida en la dieta mexicana. El
nopal se considera un alimento funcional por su alto contenido de fibra dietaria y polifenoles asi

como por su actividad antioxidante.

La acumulacion excesiva de grasa en el higado en ausencia del consumo de alcohol (esteatosis
hepatica no alcohdlica (NAFLD)) se observa en 25-30% de los adultos en paises
industrializados y se considera la enfermedad hepatica mas comun. NAFLD es un término que
describe un amplio espectro de anormalidades hepaticas caracterizadas en un principio por la
acumulacion de triglicéridos en el higado o esteatosis hepatica y esta asociado con multiples
factores tales como obesidad, resistencia a la insulina y estrés oxidante. Actualmente no existe
ningun farmaco para la prevencion o el tratamiento de NAFLD, y son Unicamente los cambios
en el estilo de vida tales como la dieta, las alternativas aceptadas para el tratamiento de esta
enfermedad.

Considerando la creciente epidemia de obesidad en México, y el riesgo que implica en el
desarrollo de NAFLD, es muy importante la busqueda de intervenciones dietarias que puedan

ayudar a la prevencion o el tratamiento de esta enfermedad.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del consumo de nopal en el desarrollo de
esteatosis hepatica y resistencia a la insulina en ratas Zucker (fa/fa) obesas, un modelo de

esteatosis hepatica y sindrome metabdlico.

Las ratas alimentadas con nopal, en comparacion con las ratas control, presentaron una
reduccion del 50% en la acumulacién de triglicéridos hepaticos asi como una reduccion en la
hepatomegalia y en algunos marcadores de dafio hepatico tales como los niveles séricos de
alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa. Adicionalmente, presentaron una
reduccion significativa en los marcadores de estrés oxidante en higado.

A pesar de que no se observaron diferencias entre las dietas en la resistencia periférica a la
insulina, caracteristica de este modelo, las ratas alimentadas con nopal presentaron menores
valores de insulina postprandial y un incremento en la fosforilacion postprandial de las proteinas
IRS y Akt, involucradas en la sefalizacion de insulina. Los resultados anteriores sugieren una

mejora en la sefializacion a la insulina en higado.
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Aunado a estos resultados, las ratas alimentadas con nopal presentaron mayores valores de
adiponectina en suero, una mayor expresion del ARN mensajero de algunos genes involucrados
en la oxidacion y exportacién de acidos grasos asi como un incremento en la abundancia de las
proteinas carnitina palmitoil transferasa 1, y la proteina microsomal para transferencia de

triglicéridos.

Este estudio sugiere que el consumo de nopal atenua la esteatosis hepatica en las ratas Zucker
(fa/fa) obesas, posiblemente a través de un incremento en la oxidacién de acidos grasos, una
mayor exportacion de acidos grasos a través de la sintesis de VLDLs, una disminucién en el

estrés oxidante y una mejora en la sefalizacion a la insulina en higado.

Un segundo objetivo del proyecto fue extender el conocimiento sobre los efectos fisioldgicos del
consumo de nopal en modelos de obesidad. En ratas Sprague-Dawley alimentadas con una
dieta alta en grasa, el consumo de nopal atenu6 el desarrollo de adiposidad asi como la
hipertrofia de los adipocitos subcutaneos. En paralelo el consumo de nopal incremento el peso
del ciego y su contenido, disminuyd la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en ciego y la
cantidad de especies reactivas de oxigeno (EROQO) en esta seccion intestinal. Se encontrdé una
asociacion significativa entre el peso del ciego y su contenido con el porcentaje de adiposidad.
Considerando el papel del ciego como bioreactor, en donde ocurre la mayor fermentacion
intestinal, es posible sugerir un posible enlace entre lo que esta sucediendo en el intestino y el

desarrollo de adiposidad. Sin embargo aun se requieren mas estudios.

El presente trabajo aporta evidencia de que el consumo de nopal atenua el desarrollo de
esteatosis hepatica en la rata Zucker (fa/fa) obesa. Adicionalmente el estudio realizado en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa aporta evidencia de los potenciales beneficios del nopal

contra el desarrollo de adiposidad y anormalidades relacionadas con la misma.
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ABSTRACT

Opuntia ficus indica (nopal) is a cactus plant that is widely consumed in the Mexican diet. It is
considered a functional food because of its high dietary fiber and polyphenol concentration as

well as its antioxidant activity.

The excessive accumulation of fat in the liver in the absence of alcohol consumption
[nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)] is observed in 25-30% of adults in industrialized
countries and is the most common type of liver disease. NAFLD is a term that describes a
spectrum of hepatic abnormalities characterized primarily by TG accumulation in the liver or
hepatic steatosis and is associated with multiple factors such as obesity, insulin resistance, and
oxidative stress. Currently there is no pharmacological treatment to prevent or treat NAFLD, and
lifestyle changes such as diet are the considered the best approach.

Considering the growing epidemic of obesity in Mexico, and the risk that implies for the
development of NAFLD, it is very important to find dietary interventions that could ameliorate the

development of this disease.

The aim of the present work was to evaluate the effect of nopal consumption on the
development of hepatic steatosis and insulin resistance in obese Zucker rats, a well-known

model of fatty liver and metabolic syndrome.

Rats fed the nopal-containing diet had 50% lower hepatic TG than the control group as well as a
reduction in hepatomegaly and biomarkers of hepatocyte injury such as serum alanine and
aspartate aminotransferases activities. In addition nopal fed rats showed a significant reduction
in hepatic oxidative stress biomarkers. Although no differences were observed in the
characteristic peripheral insulin resistance between the two diets, rats fed the nopal diet had a
lower postprandial serum insulin concentration and a greater liver phosphorylated protein kinase
B (pAKT):AKT and pIRS:IRS ratio in the postprandial state. The latter suggest that there was an

improvement in hepatic insulin signaling.

Attenuation of hepatic steatosis by nopal consumption was accompanied by a higher serum
concentration of adiponectin and a greater abundance of mRNA for genes involved in lipid
oxidation and lipid export and production of carnitine palmitoyltransferase- 1 and microsomal TG

transfer proteins in liver.
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This study suggests that nopal consumption attenuates hepatic steatosis most likely by
increasing fatty acid oxidation and export via VLDL synthesis, decreasing oxidative stress, and

improving liver insulin signaling in obese Zucker (fa/fa) rats.

A second aim of the study was to extend the knowledge of the physiological effects of nopal
consumption in obesity models. In Sprague-Dawley rats fed a high fat diet, nopal consumption
significantly attenuated the development of adiposity and the hypertrophy in subcutaneous
adipocytes. In parallel, nopal consumption increased the cecum weight and content and
decreased the activity of mieloperoxidase as well as reactive oxygen species in the cecum of
high fat fed rats. There was a significant association between the degree of adiposity and the
weight of the cecum and cecum content. Considering that the cecum is considered as a
bioreactor because it is where most of the intestinal fermentation occurs, it is possible to suggest
that there is a link between what is occurring in the cecum and the development of adiposity.

However the later requires further research.

The current study provides evidence that nopal consumption attenuates the development of
NAFLD in the obese Zucker (fa/fa) rats. In addition the study in rats fed a high fat diet shows the
potential benefits of nopal consumption in the development of adiposity and related

abnormalities.
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INTRODUCCION

A. Nopal

El nopal es una cactacea caracteristica de zonas aridas y semi aridas que pertenece al género
Opuntia sp. (subfamilia Opuntioideae, familia Cactaceae) (1). Esta planta crece de manera
natural en diversas partes del mundo tales como el Mediterraneo, partes de Asia y el norte,
centro y sur de América. Actualmente los lugares donde se cultiva de manera comercial son
México, Italia, Chile y California, entre otros. Sin embargo la mayoria de estos lugares utilizan el
fruto de esta planta (tuna) para consumo humano y en algunos casos la planta (cladodios) como
forraje y para otras aplicaciones (2). Son solo algunos lugares como México en donde los
cladodios o nopales se utilizan también para consumo humano.

En México el cultivo de nopal se ha llevado a cabo desde tiempos prehispanicos y junto con el
fruto de esta planta; la tuna, forman parte importante tanto de la dieta como de la agricultura (3,
4).

A.1. Composicion quimica

La composicion quimica del nopal (Opuntia) varia considerablemente en funcion de las
condiciones edaficas, la variedad y la etapa estacional entre otros factores. Diversos estudios
han descrito la composicidén quimica de diferentes variedades de nopal, y han observado que la
composicion varia también en funcion de la etapa de maduracién de la planta. Por lo tanto,
resumir su composicidon quimica se vuelve un tanto complejo.

La composicion basica del nopal de acuerdo con diversos estudios se encuentra resumida en la
tabla 1 (1, 4, 5).

Tabla 1. Composicion promedio del nopal (sin espinas). Recopilado de (1, 4, 5). NR = No

reportado.
Base seca Base humeda Nopal deshidratado
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
Agua . 88-95 4-8
Carbohidratos 64 - 71 3-7 40 - 60
Fibra cruda 18 1-2 11-24
Fibra soluble NR NR 14 - 26
Fibra insoluble NR NR 29 -42
Proteinas 4-10 0.5-1 11- 14

16



Lipidos 1-4 0.2 1-3
Cenizas 19-23 1-2 17 - 24

Como se puede observar en la tabla 1, el nopal fresco contiene una gran cantidad de agua. El
resto de los componentes son en su mayoria carbohidratos, fibra dietaria, proteinas y en mucho
menor cantidad lipidos. Es claro que el rango de los componentes mencionados anteriormente
es bastante amplio en la mayoria de los casos, lo cual es consecuencia de la amplia variabilidad

en la composicion quimica del nopal en funcion de la variedad, clima, maduracion etc.

A.2. Compuestos bioactivos del nopal

El nopal desde hace muchos afnos se ha utilizado en medicina popular para el tratamiento y
prevencién de algunas enfermedades, por esta y otras razones diversos estudios se han
dedicado a caracterizar y cuantificar los compuestos bioactivos del nopal. Estos estudios han
destacado la presencia de vitaminas, calcio, polisacaridos (fibra dietaria) y polifenoles como los
principales compuestos bioactivos.

Las vitaminas que se han reportado como parte de la composicion del nopal, son principalmente
la vitamina C (acido ascérbico) y los beta carotenos (precursores de vitamina A). Es importante
mencionar que aunque el acido ascoérbico se encuentra en concentraciones de hasta 2 mg/g
con procesos de deshidratacion tales como el secado por calor esta cantidad se reduce
considerablemente (6).

El contenido de calcio por su parte en el nopal deshidratado es considerable (17-34 mg/g) y se
ha observado que aumenta con la maduracién del cladodio, alcanzando un maximo en los
nopales de 250 g (5). Sin embargo también se ha descrito que aunque el contenido de oxalatos
disminuye en funcién de la maduracion, su presencia hace que este calcio sea poco
biodisponible (7).

El contenido de polisacaridos le da especial importancia a nivel nutricional por el contenido de
fibra soluble e insoluble, que han sido asociados con un efecto antihiperglucemiante e
hipocolesterolémico y por otro lado tienen también un interés comercial por sus propiedades
reolégicas usadas en la industria (8).

Los polisacaridos contenidos en el nopal son compuestos poliméricos, con estructuras
complejas y altamente ramificadas responsables de su gran capacidad de retencion de agua.
Aunque la composicion de estos polisacaridos varia dependiendo de la etapa estacional de

cosecha y las condiciones edaficas entre otras, se ha observado que de manera general estos
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estan compuestos basicamente de arabinosa, galactosa, ramnosa, xilosa, glucosa y acido
galacturénico. Aunque la proporcion de los monosacaridos anteriores cambie (1, 9-11) se ha
descrito que la estructura que forman estas unidades es una cadena “core” con enlaces 1-4 de
acido galacturénico y a(1-2) de ramnosa con ramificaciones de trisacaridos de $(1-6) galactosa
unidas al oxigeno de los residuos de ramnosa.

Por otro lado se ha propuesto que por su estructura los polisacaridos del nopal pueden dividirse
en dos fracciones; pectina con propiedades gelificantes e interacciones con calcio y el mucilago,
el cual no presenta las propiedades anteriores pero si contribuye a las propiedades reoldgicas.
(12, 13)

Finalmente el contenido de polifenoles, que es variable en funciéon de la especie, es de gran
interés pues se ha demostrado que algunos polifenoles (contenidos en frutas y verduras) tienen
efectos interesantes tanto en modelos animales como in vitro que pudieran estar asociados a la
prevencion de enfermedades cronico degenerativas como cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (14, 15) entre otras. Los polifenoles que
se han encontrado en diversas variedades de nopal son acidos fendlicos y flavonoides (16), de
estos los principales pertenecen a la familia de los flavonoides y son quercetina, isorhamnetina
y kaempferol. Esto flavonoides se han encontrado tanto en forma de aglicona como en
glicésidos, sin embargo estos ultimos son los mas abundantes. Aunque la proporcion de estos
polifenoles varia en funcion de la variedad de nopal de manera general se ha encontrado en
mayor abundancia la isorhamnetina, después el kaempferol y por ultimo la quercetina (1, 9). Al
igual que con la vitamina C, en algunos se ha descrito que el método de deshidratacion y la

temperatura disminuye la concentracion de los mismos (6).
OCHj4

OH O

Quercetina Kaempferol Isorhamnetina

Figura 1. Estructura de los principales polifenoles contenidos en el nopal.
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A.3. Efectos fisiolégicos del consumo de nopal

El consumo de nopal histéricamente se ha asociado con ciertos beneficios a la salud y desde
hace muchos afos se ha utilizado en la medicina popular mexicana para el tratamiento de
diabetes e hipercolesterolemia entre otras enfermedades (17).

Existe cierta evidencia de estos efectos ya que hace algunos afios en estudios realizados por
Frati y colaboradores, encontraron efectos benéficos del consumo agudo de nopal en pacientes
diabéticos (18). Estudios mas recientes mostraron una mejora en los niveles de glucosa en el
suero de ratas con diabetes tipo 1 (inducidas por streptozotocina) con la administracion tanto
de un extracto de polisacaridos de nopal, como de extractos de nopal obtenidos con solventes
organicos (19, 20). Adicionalmente, en pacientes diabéticos tipo 2, la ingesta de 300 g de nopal
al vapor junto con un desayuno alto en carbohidratos o con proteina de soya incrementé
significativamente la capacidad antioxidante del suero. En este mismo estudio, la ingesta de
nopal junto con el desayuno con proteina de soya redujo significativamente la secrecion
postprandial de GIP, en comparacién con el desayuno solo (21). Guevara-Cruz y colaboradores
demostraron en pacientes con sindrome metabdlico que un portafolio dietario o conjunto de
alimentos que contenia, nopal, proteina de soya, beta glucanos y chia era capaz de disminuir
los triglicéridos en suero, la proteina C reactiva y mejorar la tolerancia a la glucosa después de
2 meses de intervencion (22).

Por otro lado, los efectos hipocolesterolémicos se investigaron hace algunos afios en un modelo
de hipercolesterolemia (cobayos) en donde se observé que el consumo de pectina de nopal
disminuia significativamente las concentraciones de colesterol total y LDL, sin modificar la
absorcion intestinal de colesterol (23). La disminucion en los niveles de colesterol se atribuy6 a
una reduccion en los niveles de colesterol hepatico que a su vez modifica el recambio o
procesamiento de las particulas LDL en higado (24). Mas recientemente se observo que la
administracion de un extracto de polisacaridos de una variedad de nopal (Opuntia dillenii)
prevenia el incremento en los niveles de colesterol en suero, asi como la peroxidacion lipidica
inducida por un bolo de lipidos administrado de manera cronica (25).

Adicionalmente, en otros estudios en modelos animales e in vitro se han descrito propiedades
antiinflamatorias, coadyuvantes en el proceso de curacion de heridas y neuroprotectoras con el
uso de diversos extractos de nopal. En cultivos de condrocitos y macréfagos se ha descrito que
son los extractos de polisacaridos contenidos en diversas variedades de nopal los responsables
de la actividad inmunomoduladora (26, 27). Los efectos de nopal sobre la cicatrizacién de

heridas se probaron en modelos animales, los cuales demostraron que tanto el uso de nopal
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liofilizado, como extractos organicos de nopal produjeron una reduccién en el tiempo de
cicatrizacién (28, 29).

El nopal también presenta efectos neuroprotectores. Se ha demostrado que el pre tratamiento
con estos extractos polifendlicos de nopal atenua considerablemente el dafo neuronal
producido por isquemia reperfusion y estrés oxidante (25, 30, 31).

Los estudios anteriores apuntan a que los dos componentes potencialmente responsables de
los efectos del nopal son los polisacaridos y los polifenoles, sin embargo aun se requieren mas
estudios en animales y humanos para sustentarlo.

Por otro lado las propiedades mencionadas anteriormente han originado un incremento en el
interés e incluso hay en el mercado de suplementos alimenticios productos a base de extractos

de nopal a los que se les atribuyen propiedades benéficas para la salud.

B. Obesidad

La obesidad a nivel mundial se considera como la epidemia creciente mas importante de las
ultimas décadas (32). En México también es un grave problema de salud, ya que de acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012), el 71.2% de la poblacién
adulta mexicana presenta algun tipo de sobrepeso u obesidad. Esto impactara no solo en
términos de salud, por las multiples anormalidades metabdlicas asociadas a la obesidad, sino
también en términos econdmicos, por la carga que representa a nivel mundial el tratamiento de
estas enfermedades (33).

En términos clinicos la obesidad se puede definir como el exceso de acumulacién de grasa o
adiposidad en el cuerpo (34). Por razones practicas el criterio para determinarla aunque podria
considerarse simplista se basa en el peso corporal, especificamente se ha establecido el indice
de masa corporal (IMC) como indicador. De manera general el IMC de sobrepeso es entre 25 —
30, y el de obesidad > 30 (35).

A pesar de anos de investigacion la etiologia de la obesidad aun es un tema complejo. En
estudios genéticos se ha tratado de explicar la presencia de obesidad a través de la
identificacion de mutaciones genéticas o polimorfismos y aunque se han encontrado resultados
prometedores, estos explican sélo un porcentaje menor de la morbilidad de la obesidad y dejan
fuera los factores ambientales, que son claramente un factor crucial en el desarrollo de
obesidad (36).

La obesidad en términos sencillos es causada cuando la ingesta de nutrimentos excede el gasto
energético. A pesar de que esto parece una ecuacion simple, la obesidad va mucho mas alla,

pues multiples factores pueden alterar este delicado balance. Los procesos de regulacion de la
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ingesta de alimento asi como diversos factores que modifican el gasto metabdlico, pueden

contribuir al desbalance energético que da lugar a la obesidad.

B.1.0. Alteraciones metabdlicas derivadas de la obesidad

La presencia de obesidad incrementa el riesgo y esta asociada al desarrollo de aterosclerosis,
resistencia a la insulina, esteatosis hepatica, sindrome metabdlico y diabetes tipo 2, entre otras
enfermedades (37). Aunque aun no se conocen muchos de los mecanismos por lo cuales la
obesidad deriva en estas enfermedades, se ha observado que la inflamacién crénica de bajo
grado que se presenta en la obesidad es en parte responsable del desarrollo de estas

enfermedades.

B.2.0. Metainflamacién

En la ultima década se han realizado esfuerzos para unificar los mecanismos detras de la
fisiopatologia de la obesidad y de las anormalidades metabdlicas derivadas de la misma. Esta
busqueda ha revelado una relacion muy estrecha entre la ingesta excesiva de nutrimentos y las
anormalidades en los mediadores celulares y moleculares de la inmunidad e inflamacion. De
esta manera surge el termino “metainflamacion”, el cual se refiere a la inflamacioén crénica de
bajo grado caracteristica de la obesidad (38). Este término nace de diversos estudios tanto en
modelos animales como humanos en donde observan que la presencia de obesidad esta
asociada a una expresion incrementada de los genes involucrados en la respuesta inflamatoria.
A diferencia de las respuesta inflamatoria clasica producida por una infeccion, esta se
incrementa lentamente y en el largo plazo no se resuelve. El primer insulto que dispara esta
respuesta es la ingesta excesiva de nutrimentos, y son justo las células responsables de
almacenar este exceso de energia, tales como el adipocito, las que mantendran la respuesta
inflamatoria (32). Se ha demostrado que nutrimentos especificos pueden activar al sistema
inmune para producir inflamacion, tal es el caso de dietas altas en grasa en donde se ha
observado que tanto la administracion de forma aguda, como crénica puede activar la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), asi como la estimulacién del factor de
transcripcion NF-k(3, los cuales son clave en disparar la secrecién de citocinas pro inflamatorias
(39). Adicionalmente, se ha observado que esta inflamacién se extiende a otros tejidos
metabdlicos, o que contribuye a la disfuncion metabdlica. De esta manera es claro que la
inflamacién esta en el camino entre la obesidad y enfermedad. Algunas de la caracteristicas de

esta metainflamacion que contribuiran a la disfuncién metabdlica, son el incremento de citocinas
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proinflamatorias, la disminucion de los factores protectores (como la adiponectina) y la

comunicacion entre los procesos inflamatorios y las células metabdlicas (38).

B.3.0 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina esta determinada por una reduccion en la sensibilidad a la insulina
en los principales 6rganos blanco (tejido adiposo, musculo, higado etc.). La insulina es una
hormona primordialmente anabdlica que promueve el almacenamiento de energia en el estado
postprandial. Algunas de sus funciones son estimular la captura de glucosa en musculo, inhibir
la lipdlisis de tejido adiposo e inhibir la gluconeogénesis en higado, entre otras. De tal manera,
si alguno de estos procesos se encuentra desregulado puede llevar a cambios profundos en la
homeostasis de glucosa o bien a la acumulacién de acidos grasos en tejidos no grasos (40).

La obesidad, y mas especificamente la obesidad visceral, es un factor de riesgo importante para
el desarrollo de resistencia a la insulina, este en el largo plazo junto con anormalidades en la
secrecion de insulina, puede derivar en diabetes tipo 2. Un punto importante es como la
obesidad puede contribuir al desarrollo de resistencia a la insulina en los diferentes tejidos. Esta
asociacion se ha investigado en modelos in vitro e in vivo, donde la delecién de moléculas
involucradas en la respuesta inflamatoria, tales como el factor de necrosis tumoral (TNFa), el
receptor de TNFa o las cinasa c-Jun N-terminal (JNK), mejora la sensibilidad a la insulina
inducida por obesidad o dietas alta en grasa (41). Adicionalmente se ha observado que algunos
mediadores de las respuesta inflamatoria tales como JNK o la cinasa de IkB (IKK) pueden
interferir en la cascada de senalizacién de insulina. Especificamente se ha observado que la
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina (IRS) en residuos de serina por JNK o IKK
puede inactivar a esta proteina evitando que la sefial de insulina se traduzca dentro de la célula
(42).

B.4.0. Esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD) esta definida como la acumulacién de lipidos
principalmente en forma de ftriglicéridos en individuos que no consumen cantidades
significativas de alcohol y donde otras causas de esteatosis como toxinas o farmacos han sido
excluidas (43). El término NAFLD describe un espectro de anormalidades hepaticas, que de
acuerdo a la teoria de las dos fases se clasifican de la siguiente manera: La primera fase
constituye la deposicidn de triglicéridos en el higado, y aunque en algunos casos esta podria

considerarse como benigna, si la enfermedad progresa hacia la segunda fase, se desarrollan
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infiltrados inflamatorios, estrés oxidativo, dafio celular, y/o deposicion de colageno, dando lugar
a la esteatohepatitis o incluso a la fibrosis y cirrosis (44).

La esteatosis hepatica no alcohdlica es la enfermedad hepatica mas comun en los paises
industrializados y en algunas casos se han referido a ella como la manifestacién hepatica del
sindrome metabdlico (45). La prevalencia de esta enfermedad aunque se estima entre 10-24%
incrementandose a 25-75% en obesidad y diabetes tipo 2 (46) en términos reales se
desconoce, debido a las dificultades para diagnosticarla. Algunos de los factores que
contribuyen a esta problematica son la ausencia de sintomas, la poca sensibilidad de las
enzimas hepaticas y la necesidad de una biopsia de higado como el estandar de oro para
diagnosticarla. La mayoria de los pacientes que se diagnostican por primera vez con NAFLD
son asintomaticos, sélo algunos presentan fatiga y en algunos casos dolor en el cuadrante
superior derecho abdominal, sin embargo en ausencia de cirrosis la hepatomegalia es el unico
hallazgo fisico que se ha descrito en el 75% de los casos (47). En términos histolégicos la
esteatosis hepatocelular es el criterio distintivo para el diagndéstico de NAFLD; mas del 5% de

hepatocitos con esta caracteristica se considera NAFLD (48).

B.4.1. Fisiopatologia de la esteatosis hepatica

Aunque los mecanismos especificos para el desarrollo y progresion de la esteatosis hepatica no
alcohdlica son bastante complejos y aun no han sido del todo clarificados, se entiende como
una desregulacion del metabolismo de lipidos en higado, la cual se discutira mas adelante (49).
Sin embargo, es importante mencionar que esta desregulacién esta asociada a la presencia de
obesidad, especificamente obesidad visceral, a la hiperinsulinemia y a la resistencia a la
insulina (50). Adicionalmente en la segunda fase se observa una asociacion entre el estrés
oxidante, un desbalance en la secrecién de adipocinas, la activacién de inflamacion por

productos derivados de la microbiota y la evolucion de NAFLD a esteatohepatitis.
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Figura 2. Diagrama de las posibles fuentes y mecanismos de la acumulacién de lipidos
en higado. Adaptado de (50).

B.4.2. Resistencia a la insulina y esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica esta fuertemente asociada tanto con la resistencia hepatica a la insulina
como con la resistencia periférica (tejido adiposo y musculo). Aunque aun no es claro si la
resistencia a la insulina es causa o consecuencia de la esteatosis hepatica, en intervenciones
para mejorar la resistencia a la insulina comunmente se ha encontrado también una mejora en
la esteatosis hepatica (51).

Se ha observado que de manera general en estados de resistencia a la insulina hay una
desregulacién del flujo de acidos grasos no esterificados, en donde la insulina es incapaz de
suprimir la lipdlisis del tejido adiposo (50). De esta manera, se ha sugerido que sobretodo en
presencia de obesidad abdominal, los acidos grasos no esterificados provenientes
principalmente de la lipdlisis del tejido adiposo y a través de la vena porta, contribuyen en su
mayoria a la acumulacién de triglicéridos en higado. Aunado a esto el incremento en el flujo de
acidos grasos libres puede también inducir la resistencia hepatica a la insulina a través de la
translocacion de la proteina cinasa C, delta (PKC-0) hacia la membrana donde interfiere con la
fosforilacion de IRS para la adecuada sefalizacién de insulina (52).

Una de las caracteristicas de la resistencia a la insulina es la presencia de hiperinsulinemia. Se

ha descrito que en ayuno, esta hiperinsulinemia puede elevar la lipogénesis de novo, lo cual
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contribuird a la acumulacion de triglicéridos hepaticos (53). Otro de los efectos de la
hiperinsulinemia es la inhibicién de la proteina Foxa2 (por sus siglas en ingles forkhead box
protein A2), cuyo papel es promover la oxidacion de acidos grasos en ayuno y en postprandio
es inhibida por la cascada de sefalizacion de insulina. Se ha reportado que aun en estados de
resistencia a la insulina Foxa2 permanece sensible a sus acciones, por lo que incluso en ayuno
podria estar inactiva, esto puede producir una disminucion en la oxidacién de acidos grasos

contribuyendo a la acumulacion de triglicéridos en higado (50).

B.4.3. Adipocinas

Se considera que la esteatosis hepatica puede afectar hasta al 75% de poblacion obesa. Es
claro que la obesidad es un factor de riesgo importante para el desarrollo y evolucion de la
esteatosis hepatica no alcohdlica. Uno de los factores primarios que relaciona la obesidad, la
resistencia a la insulina y la esteatosis hepatica es la expresién y secrecion anormal de las
adipocinas (54). La adipocinas son proteinas secretadas significativa aunque no exclusivamente
por el tejido adiposo (55). Aunque la expresién de las adipocinas varia en funcién del
compartimento de tejido adiposo, de manera general y con excepcion de la adiponectina, los
niveles de adipocinas en suero se incrementan proporcionalmente a la cantidad de tejido
adiposo. Por lo tanto en estados de obesidad la expresion de estas adipocinas se encuentra
incrementada (56). Las adipocinas tienen una amplia gama de funciones que van desde la
regulacién de la ingesta de alimento hasta la induccion de inflamaciéon. De manera general se
han clasificado como proinflamatorias o antiinflamatorias. Algunas de la adipocinas
proinflamatorias son la resistina, el TNFa y la interleucina 6 (IL-6), mientras que la adiponectina
se considera una adipocina antiinflamatoria que presenta efectos metabdlicos benéficos. Las
observacion anteriores han llevado a la conclusion de que la disfuncidn metabdlica asociada a
la obesidad es resultado de un desbalance entre la secrecién de las citocinas pro y anti-
inflamatorias (56). De hecho existe un fuerte asociacion entre bajos niveles de adiponectina y la
presencia de anormalidades metabdlicas tales como diabetes tipo 2 y esteatosis hepatica no
alcohdlica (57, 58).

La adiponectina ademas de ser una adipocina antiinflamatoria tiene efectos hepatoprotectores,
promueve la oxidacion de acidos grasos tanto en higado como en musculo, mejora la
sefalizaciéon de la insulina e inhibe la gluconeogénesis hepatica (55). La secrecion de
adiponectina esta regulada por diversos factores. Se ha demostrado que algunas citocinas

proinflamatorias tales como TNFa e IL-6 inhiben la secrecion de esta hormona mientras que la
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disminucion de peso y la activacién del receptor activador de la proliferacion de peroxisomas
gama (PPARY) induce adipogénesis que resulta en la induccién de la adiponectina (58).
Considerando las funciones de la adiponectina y la relacidon negativa con estados de obesidad,
diversos estudios investigaron el efecto del incremento o la administracion de la adiponectina
sobre el desarrollo de NAFLD. Los resultados fueron claros pues al incrementar tanto valores de
adiponectina como la expresion del receptor se atenué tanto el desarrollo como la evolucién de
NAFLD (59).

B.4.4. Estrés oxidante

Como se menciond anteriormente uno de los factores que disparan la transicién de la esteatosis
hepatica no alcohdlica hacia esteatohepatitis es la presencia de estrés oxidante (60). En otros
estudios, se ha encontrado que la severidad de la esteatohepatitis correlaciona con el grado de
estrés oxidante (57).

El estrés oxidante es el resultado de un desbalance ente las especies prooxidantes y las
antioxidantes, que pueden dar como resultado un dafio oxidante en las macromoléculas
celulares, tales como peroxidacion lipidica y dafio al ADN, entre otros.

En esteatosis hepatica no alcohdlica, la principal fuente de ERO proviene de la oxidacion de
acidos grasos. Se ha observado que comunmente los pacientes con NAFLD tienen disfuncion
mitocondrial (57). Esta disfuncion promueve la transferencia de electrones en la cadena
respiratoria hacia oxigeno molecular produciendo ERO tales como anién superéxido o peroxido
de hidréogeno. Las ERO pueden promover a su vez mayor disfuncion mitocondrial (por
peroxidacion lipidica de membranas mitocondriales) o bien inducir la produccién y secrecion de
citocinas proinflamatorias. Esta induccion a su vez activara las células estelares en higado
perpetuando asi la respuesta inflamatoria y promoviendo la evolucién de la enfermedad (60).
Adicionalmente la disfuncién mitocondrial promovera la activacion de otras vias de oxidacion de
acidos grasos tales como la oxidacion peroxisomal o microsomal. Estas dos vias al ser fuentes
naturales de ERO contribuiran al desbalance y por lo tanto al estrés oxidante (60).

Otra de las contribuciones del estrés oxidante al desarrollo de esteatosis hepatica es a través
de la degradacion de la proteina Apo B. Pan y colaboradores demostraron que la peroxidacion
lipidica induce la protedlisis de la proteina Apo B en higado, inhibiendo asi la produccion de
VLDL (61). Esto evita que los triglicéridos se exporten del higado, posiblemente contribuyendo

al desarrollo de esteatosis hepatica.
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Figura 3. Mecanismos por lo cuales la acumulacion de lipidos en higado, la inflamacion, y
la especies reactivas de oxigeno contribuyen al dafo hepatico en esteatosis hepatica no

alcohdlica.

B.4.5. Metabolismo de lipidos y esteatosis hepatica

Desde un punto de vista cinético, la acumulacién de lipidos hepaticos responde a un
desbalance entre la disponibilidad de lipidos y la disposicion de los mismos (62). Las fuentes de
acidos grasos que pueden potencialmente contribuir a la acumulacion de lipidos en higado son:
1) captura de acidos grasos no esterificados, provenientes principalmente del tejido adiposo, 2)
acidos grasos de la lipogénesis de novo y 3) acidos grasos provenientes de la dieta, que a
través de los remanentes de quilomicrones pueden ser capturados por el higado.

Por otro lado los mecanismos de disposicion de acidos grasos son principalmente oxidacion
para generaciéon de ATP e incorporacion a las particulas ricas en triglicéridos (VLDL) para su
secrecion (60). La regulacién del metabolismo de lipidos en los diferente estados fisioldgicos
(ayuno y postprandio) y en enfermedades, en comparacién con la salud es clave para entender
la etiologia de la esteatosis hepatica. Anormalidades en cualquiera de los mecanismos de
regulacién podrian llevar a la acumulacion anormal de triglicéridos en higado

Se ha descrito que la acumulacién de triglicéridos en el higado proviene principalmente de los

acidos grasos libres presentes en la circulacion. Otras fuentes contribuyen también en menor
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proporcion; como son los provenientes de la sintesis de novo en higado y por ultimo los
provenientes de la dieta (53, 62).

En estados de obesidad y resistencia la insulina hay un incremento en el flujo de acidos grasos
provenientes de la lipdlisis de tejido adiposo. La translocacion de los acidos grasos al interior del
hepatocito es principalmente a través de los siguientes transportadores; caveolinas, proteinas
transportadoras de acidos grasos (FATP), translocasas de acidos grasos (FAT/CD36) y
proteinas de unién a acidos grasos (FABP). Diversas observaciones apuntan a que la
desregulacién de estos transportadores puede contribuir a la acumulacién de triglicéridos en
higado. En pacientes con NAFLD se observdé que la expresion génica de CD36 estaba
incrementada (63). Paralelamente en animales alimentados con una dieta alta en grasa se
encontré una correlacién entre el incremento en la expresion de CD36 en higado y el acumulo
de lipidos en higado (64).

La sintesis de novo es estimulada en el estado postprandial por insulina a través de la
activacion del factor de transcripcion SREBP1c. Este a su vez estimulara a las enzimas
lipogénicas acetil CoA carboxicinasa (ACC), la sintasa de acidos grasos (FAS) y la esteroil-CoA
desaturasa (SCD1). El producto de la enzima ACC, el malonil-CoA, actua como un regulador
clave en el destino de los acidos grasos (esterificacion u oxidacién). Un aumento en la cantidad
de malonil-CoA refleja un sintesis de novo activa, estimulando que los acidos grasos se
esterifiquen en vez de oxidarse. De manera inversa, bajos niveles de malonil-CoA estimularan
la actividad de la carnitina palmiotil transferasa 1 (CPT1), la enzima que canaliza a los acidos
grasos hacia la oxidacién en la mitocondria (f-oxidacién) (46). La contribucion de la sintesis de
novo en esteatosis hepatica se ha observado en ratones ob/ob en donde la deficiencia de
SREBP1c, los protege del desarrollo de esteatosis y resistencia hepatica a la insulina (65).
Adicionalmente en sujetos con esteatosis hepatica se ha observado que la sintesis de novo de
acidos grasos en ayuno esta incrementada (posiblemente asociado a la hiperinsulinemia) en
comparacion con sujetos sanos, sin embargo ésta no se incrementa en el estado postprandial
(62).

Por otro lado, algunos reportes sugieren que defectos en la oxidacion de acidos grasos pueden
contribuir a la acumulaciéon de triglicéridos en higado. Los acidos grasos en higado son
metabolizados principalmente a través de la beta oxidaciéon que ocurre en la mitocondria y en
menor proporcion en los peroxisomas. Las vias oxidativas extra mitocondriales son relevantes
en situaciones donde la disponibilidad de acidos grasos esta incrementada, tal como es la

esteatosis hepatica. El producto de la beta oxidacién, acetil Co-A, se condensara para la
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formacién de cuerpos cetdnicos o bien continuara hacia el ciclo de Krebs para su conversion a
CO; (62).

La esteatohepatitis se ha asociado comunmente a la disfuncion mitocondrial derivada del
exceso de acidos grasos, los factores proinflamatorios y la peroxidacion lipidica. Esta disfuncion
ademas disminuira la capacidad antioxidante de la célula, producira ERO que, como se
menciond anteriormente, pueden contribuir a la evolucion de la esteatosis hepatica (46).

Una de las funciones de la insulina es suprimir la secrecion de VLDLs en el postprandio. En el
sindrome metabdlico la presencia de hipertrigliceridemia se asocia a la resistencia a la insulina,
ya que la insulina se vuelve incapaz de suprimir la secrecion de VLDLs (46). Por el contrario en
esteatosis hepatica, aunque el flujo de acidos grasos hacia el higado es alto, aparentemente se
disminuye la secrecién de VLDLs. Las causas de esta disminucion pueden tener multiples
origenes. Las VLDLs son particulas ricas en triglicéridos que son sintetizadas en el higado. Las
funciones de estas particulas son entregar energia en forma de lipidos a los tejidos periféricos
(musculo, tejido adiposo) y esta redistribucion de energia a su vez protegera al higado de una
excesiva acumulacion de triglicéridos lo cual podria inducir lipotoxicidad (66). EI ensamblaje y
secrecion de las VLDLs se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico y requiere principalmente
de dos componentes; la apolipoproteina B (ApoB) y la enzima responsable de la transferencia
de triglicéridos (MTTP). Anormalidades en la regulacion de cualquiera de estas dos proteinas
puede dar como resultado un formacién defectuosa de VLDLs, la cuales no seran secretadas y
por el contrario pueden ser degradadas contribuyendo nuevamente al incremento de
triglicéridos en higado (67).

La excesiva degradacion de la ApoB es una de las anormalidades por las cuales puede haber
una deficiencia en la secrecion de VLDL. La obesidad ha sido asociada a la presencia del estrés
de reticulo endoplasmico en higado (68) y esta patologia evitara el plegamiento de la apoB (66)
en el reticulo endoplasmico evitando la formacion de VLDLs. La degradacién de la ApoB
también se ha visto inducida en estrés oxidante por productos de peroxidacion lipidica (61) y en
situaciones de deficiencias de la enzima que transfiere fosfolipidos a las VLDLs (PLTP)
mediante un mecanismo dependiente de ERO que destruyen las recién sintetizadas ApoB (69).
Como se mencioné anteriormente la MTTP tiene un papel crucial en el ensamblaje de las
VLDLs, de tal manera, se ha reportado que la disminucion en la expresion de esta enzima
puede disminuir la formacién de VLDL contribuyendo a la acumulacion de triglicéridos en higado
(70).
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Figura 4. El desequilibrio entre la captura, sintesis, oxidacién y exportacion de acidos

grasos en higado puede llevar al desarrollo de esteatosis hepatica.

B.4.6. Nutricidon y esteatosis hepatica

La ingesta excesiva de nutrimentos y la falta de actividad fisica se han asociado al desarrollo de
obesidad y esteatosis hepatica. La composicion de los macronutrientes también ha demostrado
tener un efecto. De manera general las dietas altas en grasa, especialmente grasa saturada y
colesterol promoveran la activacion de la respuesta inflamatoria, contribuyendo a Ia
metainflamacion observada en obesidad y NAFLD (65). Adicionalmente ingestas elevadas de
refrescos o jarabes fructosados, carne y un bajo consumo de alimentos ricos en acidos grasos
omega 3 también ha sido asociada con la presencia de NAFLD (71).

Debido a la falta de estudios precisos en la actualidad no se ha aprobado ningun farmaco para
el tratamiento de NAFLD. De esta manera los tratamientos se basan en cambios en el estilo de
vida como pueden ser la pérdida de peso, el ejercicio y las intervenciones nutricionales (72).

La busqueda de componentes dietarios que puedan ayudar a prevenir o tratar la esteatosis
hepatica no alcohdlica se ha incrementado de manera considerable en los ultimos afios. En
cuanto a los macronutrimentos se ha encontrado que incrementar el consumo de acidos grasos

poliinsaturados, omega 3 atenua la evolucién de la esteatdsis hepatica en humanos (73). Tovar
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y colaboradores, por su parte, observaron que el consumo de proteina de soya en comparaciéon
con caseina atenuaba la acumulacién de lipidos en higado y por lo tanto la lipotoxicidad en un
modelo animal de obesidad (74).

Otros estudios en modelos animales han observado un mejora en la esteatosis hepatica y su
evolucién con el consumo de extractos de té verde, B-conglicina y betaina (75-77).

En algunos estudios con suplementacion de vitamina E en humanos, se han demostrado
mejoras en algunos de los marcadores de NAFLD, sin embargo los resultados aun no son
concluyentes (72).

Algunos estudios enfocados al efecto hipocolesterolémico de diferentes tipos y fuentes de fibra
soluble han observado que paralelamente al efecto hipocolesterolémico existe una disminucion
en el contenido de lipidos en higado (78, 79) sin embargo la relevancia de este efecto en el

desarrollo de esteatosis hepatica aun no se ha evaluado.

B.5.0. Obesidad, esteatosis hepatica y fisiologia intestinal

La metainflamacion, observada en obesidad, se ha asociado comiUnmente a factores
proinflamatorios secretados del tejido adiposo visceral principalmente. EI mecanismo exacto de
esta inflamacion aun no se ha elucidado completamente, sin embargo, se cree que proviene de
la acumulacién de macrofagos proinflamatorios en el tejido adiposo hipertrofiado (80).
Recientemente se ha sugerido que el intestino es una conexion entre la ingesta excesiva de
nutrimentos, el desarrollo de obesidad, la metainflamacion y las anormalidades derivadas de la
misma (81, 82).

Estos estudios nacen de observaciones en donde el andlisis de la microbiota intestinal revela
una diferencia entre sujetos obesos y sanos (83). Por otra parte, se demostré que la
administracion de un prebidtico mejora significativamente los marcadores de inflamacion
sistémica y atenua la esteatosis hepatica en modelos de obesidad a través de un mecanismo
que involucra tanto un cambio en la microbiota como en la secrecién de la hormona
gastrointestinal GLP-2 (84).

El sistema gastrointestinal es la primera linea de contacto del cuerpo con el alimento. Este no
solo esta compuesto por células de absorcion que adquieren los nutrimentos, sino que es
considerado como el érgano endocrino e inmune mas grande del cuerpo. De esta manera es
claro que alteraciones intestinales pueden resultar en perturbaciones profundas al sistema

endocrino e inmunoldgico.
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B.5.1. Inflamacién intestinal y obesidad

En estudios recientes en ratones se ha demostrado que la administracion de dietas altas en
grasa inducen la expresidon de algunas citocinas proinflamatorias en el intestino delgado y el
colon (85, 86). De manera interesante, esta expresién correlaciona significativamente con la
ganancia de peso y la elevacion en los valores de glucosa e insulina. En otros estudios en
humanos obesos, también se ha demostrado una asociacién positiva entre marcadores de
inflamacién intestinal y la intolerancia a la glucosa (82). Li y colaboradores demostraron que
tanto la inflamacion intestinal inducida por dietas altas en grasa como por dextran sulfato de
sodio (DSS), como modelo de colitis, estaba asociada a inflamacion en el tejido adiposo
mesentérico (87). Finalmente Lam y colaboradores demostraron, en un modelo animal, que el
consumo de una dieta alta en grasa modificaba la permeabilidad intestinal, la microbiota e
inducia inflamacién tanto en colon como en el tejido adiposo visceral. Un punto interesante fue
que los cambios en la microflora correlacionaron significativamente con la permeabilidad
intestinal y la ganancia de peso (88).

Aunque aun faltan estudios, las observaciones anteriores sugieren que la inflamacién intestinal
precede al desarrollo de obesidad y a las anormalidades derivadas de la misma. Los
mecanismos aun no han sido del todo elucidados; sin embargo, se ha sugerido que la

permeabilidad intestinal y la microflora juegan un papel importante (81).

B.5.2. Permeabilidad intestinal

Como mencionamos anteriormente el intestino no solo es un lugar de absorcion, sino también
es interfaz entre el huésped y el ambiente que sensara la presencia de nutrimentos, toxinas y
patégenos. La integridad de la barrera intestinal es esencial para evitar el paso de productos no
deseados desde el lumen intestinal hacia la lamina propia. La barrera intestinal esta compuesta
por una capa de mucosa y el epitelio intestinal; una capa sencilla de células intestinales unidas
por uniones estrechas y uniones adherentes. La ruptura de estas uniones, puede aumentar la
permeabilidad intestinal y hacer que se pierda la funcionalidad del epitelio intestinal. De hecho
se ha asociado a diversas enfermedades como sindrome del colon irritable, diabetes tipo 1y
obesidad (89).

Los lipopolisacaridos son componentes derivados de las bacterias gram negativas que son
capaces de activar una respuesta inmune a través de la union al receptor TLR4 (90). Esta union
inducira la expresion de citocinas proinflamatorias comunmente observadas en la

metainflamacion.
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Hace algunos afios Cani y colaboradores mostraron que la administracién de dietas altas en
grasa inducia cambios en la microbiota intestinal, la ganancia de peso y adiposidad asi como en
otros sintomas del sindrome metabdlico. Paralelamente se observé un incremento en los
niveles plasmaticos de lipopolisacaridos (LPS) (91). Este hallazgo junto con observaciones en
donde la infusién crénica de LPS inducia resistencia a la insulina, y la delecién de CD14
(molécula adaptadora de TLR4 en el reconocimiento de LPS) evitaba los cambios metabdlicos
inducidos por una dieta alta en grasa, los llevé a acufiar el término de endotoxemia metabdlica.
Este término describe al proceso inflamatorio de bajo grado derivado de los niveles circulantes
de LPS, que difiere de la endotoxemia inducida por sepsis.

La endotoxemia metabdlica no solo estd asociada con obesidad si no también con la
patogénesis de NAFLD, ya que se ha encontrado en pacientes con NAFLD una elevacién en los
niveles de endotoxinas en plasma y la expresién de TLR4 (92).

Los mecanismos por los cuales los niveles de LPS en plasma se encuentran incrementados aun
se desconocen. Diversos estudios han sugerido que se deben a modificaciones en la integridad
de la barrera intestinal. Algunos autores han demostrado tanto en modelos genéticos de
obesidad, como inducidos con dietas altas en grasa que hay una modificacion en el epitelio
intestinal en donde las uniones estrechas entre los enterocitos se degradan dando lugar a un
incremento en la permeabilidad intestinal y paralelamente se observa un incremento en los
niveles de LPS. Lo anterior sugiere que modificaciones en la permeabilidad intestinal pueden
dejar pasar los LPS e iniciar el proceso de endotoxemia metabdlica (84, 85).

Otros autores han observado que al bloquear la secrecion de quilomicrones del intestino se
disminuyen los niveles de endotoxinas por lo que proponen que la absorcion de LPS es a través

de la formacion de quilomicrones a nivel intestinal (93).

B.5.3. Nutricidén y fisiologia intestinal

En investigaciones recientes se ha demostrado que la dieta afecta profundamente tanto la
microbiota como la fisiologia intestinal (94). Debido a la asociacion entre la fisiologia intestinal y
el desarrollo de obesidad y sus anormalidades metabdlicas, en diversos estudios se han
realizado intervenciones dietarias con el fin de modular la microbiota, la permeabilidad y la
inflamacién intestinal y de esta manera prevenir las anormalidades derivadas de la ingesta de
una dieta alta en grasa.

Diversas intervenciones dietarias en modelos animales han utilizado polisacaridos fermentables
tales como arabinoxilanos, fructo-oligosacaridos y otros compuestos para mejorar las

anormalidades metabdlicas asociadas al consumo de una dieta alta en grasa (84, 95-97). En
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muchos casos esta mejora correlaciona con cambios en la microbiota intestinal y en parametros
de inflamacion intestinal. Aunque aun se desconocen los mecanismos especificos, estos
efectos se han asociado a cambios en los productos derivados de la fermentacion por la
microbiota (acidos grasos de cadena corta) y a la estimulacion diferencial de las células

enteroendocrinas entre otros.

C. Modelo animal de obesidad; Rata Zucker (fa/fa)

Las ratas Zucker obesas son el modelo animal mas utilizado y mejor conocido de obesidad
genética. Se ha descrito que hacia la semana 14, aproximadamente el 40% de su peso corporal
son lipidos. Estos animales, ademas, presentan alteraciones semejantes a las que aparecen en
el sindrome metabdlico humano (98). Las ratas Zucker (fa/fa) obesas presentan una mutacion
en el gen del receptor de leptina, lo que produce una sustitucion de glutamina por prolina en el
residuo 269 de la proteina (99). Esta mutacién resulta en hiperfagia, obesidad, resistencia a la
insulina, hipercolesterolemia y resistencia a la leptina, entre otras anormalidades (100). Se ha
descrito también que este modelo desarrolla esteatosis hepatica a partir de las 8 semanas de
edad (101). La presencia de esteatosis hepatica se ha asociado a una sobreexpresion de la
sintasa de acidos grasos (FAS) y del transportador CD36, asi como a un incremento en la
actividad de la ACC (102). Otros autores han sugerido defectos en la funcién mitocondrial (ciclo
de Krebs, beta oxidacion, fosforilacion oxidativa y defensas antioxidantes) en los higados de las
ratas Zucker obesas como resultado de un metabolismo anormal de la metionina (101).
Adicionalmente se ha postulado que la rata Zucker obesa sobreexpresa TNFa lo cual puede
inducir la activacion de la NADPH oxidasa, y por ello en estos animales se produce mas

cantidad de anion superdxido posiblemente contribuyendo al estrés oxidante (98).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente epidemia de obesidad y sindrome metabdlico son en la actualidad un grave
problema de salud publica en México (50).

Actualmente no existe ningun tratamiento farmacoldgico para la esteatosis hepatica y son la
disminucion de peso y la actividad fisica las Unicas estrategias viables por el momento en donde
de manera general el apego del paciente es bastante bajo (72). Por lo tanto es importante
establecer o identificar elementos o componentes de la dieta que puedan contribuir al
tratamiento o prevencion de esta anormalidad.

El nopal es un producto nativo de México, econdmico y altamente disponible, que se ha
utilizado por muchos afios en la medicina tradicional para el tratamiento de diabetes entre otras
enfermedades. En diversos estudios, se ha observado que el nopal posee un efecto
antihiperglicémico e hipocolesterolémico en humanos y modelos animales (18, 23). Aunque en
los ultimos afnos las investigaciones en torno a los efectos del consumo de nopal o de extractos
de nopal sobre la fisiologia han crecido considerablemente, el efecto del consumo de nopal en
estados de obesidad y anormalidades derivadas de la misma, como esteatosis hepatica aun no
se ha evaluado.

De esta manera, el propésito de la presente investigacion fue evaluar el efecto del consumo de
nopal en un modelo animal de obesidad, especificamente sobre el desarrollo de esteatosis
hepatica. Esto con el objetivo de establecer una linea de investigacion hacia efectos potenciales
en humanos que puedan contribuir a la prevencion de estas enfermedades.

Adicionalmente y considerando tanto el papel del intestino, como del tejido adiposo sobre el
desarrollo de esteatosis hepatica se realizé un estudio adicional para conocer los efectos del
consumo de nopal sobre el desarrollo de adiposidad y la fisiologia intestinal en un modelo

animal inducido a obesidad por la alimentacién con una dieta alta en grasa.
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RELEVANCIA E IMPACTO

La obesidad es un grave problema de salud en México. El desarrollo de anormalidades
metabdlicas derivadas de la obesidad tales como resistencia a la insulina, diabetes y esteatosis
hepatica entre otras, trae consigo consecuencias econdmicas significativas (103). De esta
manera la prevencion o tratamiento de estas anormalidades es crucial.

Considerando que no existe actualmente ningun tratamiento farmacoldgico contra el desarrollo
de esta enfermedad, es de vital importancia elaborar estrategias dietarias que puedan ayudar a
la prevencion y tratamiento de estas enfermedades. Dado que el nopal se usa desde hace
muchos afios de manera empirica en la medicina tradicional, la evaluacién de los efectos del
consumo de nopal en modelos de obesidad nos ayudara a determinar los efectos reales del

consumo de este alimento y establecer las bases cientificas para su uso.
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HIPOTESIS

El consumo crénico de nopal en un modelo de obesidad y esteatosis hepatica disminuira la

acumulacion de lipidos en higado, provocando una mejora en el metabolismo del mismo.
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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto del consumo cronico de nopal deshidratado sobre el desarrollo de la

esteatosis hepatica en un modelo de obesidad, rata Zucker (fa/fa) obesa.

Especificos

1. Estudiar el efecto del consumo de nopal en un modelo de rata obesa Zucker (fa/fa) sobre:

Los parametros bioquimicos en suero; glucosa, insulina, glucagon, acidos grasos libres,

colesterol, triglicéridos, adiponectina.

La cascada de sefializacion de insulina en el higado.

La histomorfologia del higado.

El contenido de lipidos en higado (triglicéridos y colesterol).

La sintesis y oxidacion de acidos grasos en higado: expresion génica y de proteina de

enzimas involucradas en lipogénesis y oxidacion de lipidos.

La captura y secrecion de lipidos en higado: expresiéon génica de transportadores de
acidos grasos y expresion génica y de proteina de enzimas involucradas en la sintesis

de lipoproteinas.
Funcionalidad hepatica.

El perfil de lipoproteinas en suero.

2. Estudiar el efecto del consumo de nopal sobre la fisiologia intestinal y la adiposidad en ratas

Sprague-Dawley alimentadas con un dieta alta en grasa como modelo de obesidad.
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DISENO EXPERIMENTAL

A lo largo del presente trabajo se realizaron 4 estudios; los tres primeros en el modelo genético
de obesidad, la rata Zucker (fa/fa) y el ultimo en ratas Sprague-Dawley inducidas a obesidad por
dieta. A continuacién se muestra el diagrama del disefio experimental de cada uno de estos

estudios.

1) Estudio piloto: Estandarizacion del modelo
El estudio piloto se realizé con el objetivo de determinar la mejor fuente de nopal deshidratado

asi como la concentracion adecuada.

6 ratas Zucker (fa/fa) de
6 semanas de edad

7 dias de aclimatacion

Dieta AIN-93G
Curva de tolerancia oral a la glucosa |
Dicta AIN-93G Dieta Nopal Dieta Noplite al 3.5% || Dieta Noplite al 5%
= deshidratado n=2 n=1)
(Control) n =2
” al5%n=1
2 2 semanas |
£
o Dieta Nopal al 2.5%
N~
| Curva de tolerancia oral a la glucosa |
| 3 dias |
| Ayuno de 9 horas |
© Ayuno: Alimentacion por 2 h Ayuno: | Alimentacion por 2 h |
g Control: n =1 Nopal: n =1 Nopal 5% Nopal 2.5%
£ Control s postprandio postprandio
o Postprandio (n = 1): (n = 1): (n = 2):
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2) Efecto del consumo de nopal sobre el desarrollo de esteatosis hepatica en ratas
Zucker (fa/fa): Estudio crénico 1.
24 ratas Zucker (fa/fa) de
6 semanas de edad
7 dias de aclimatacion
Dieta AIN-03G
| Curva de tolerancia a la glucosa |
Dieta AIN-03G Dieta Nopal al 4%
(Control) (Nopal)
| 7 semanas |
| Curva de tolerancia a la glucosa |
| 3 dias |
Ayuno de 9 horas |
Control: Control (n = 6): Nopal: Nopal (n = 6):
Eutanasian =6 Alimentacion pat _ Alimentacion
Eutanasian =6
por 2 horas por 2 horas

| |

Control posprandio:
Eutanasia

U

Nopal posprandio
Eutanasia

2.2) Determinaciones en higado y suero de los animales experimentales

Higado

Histologia

Expresion de
proteina

Parametros
bioquimicos

Suero

RT-PCR en Western blot: e s
tiempo real: H&E Cugnt}ﬁs:gmon Glucgsa, Quilomicrones
' Lipogénesis: Acumulacion de de triglicéridos y insulina, VLDLs
Lipogénesis:  SREBP1c, pACC, lividos colesterol acidos grasos
SREBP1c, ACC y FAS P libres, LDLs
ACC1yFAS o glucagon, HDLs
Oxidacion Oxidacion: CPT1 colesterol,
xidacion: . ; triglicéridos,
PPARa, CPT1, 'SmteSIS' o : adig onectina
AOX lipoproteinas: p )
MTTP ALT y AST
Sintesis de
lipoproteinas:
MTTP, PLTP
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2.3 Efecto del consumo de nopal sobre la

Zucker (fa/fa): Estudio crénico 2.

absorcion de lipidos a nivel intestinal en ratas

10 ratas Zucker (fa/fa) de
6 semanas de edad

7 dias de aclimatacion
Dieta AIN-93G

Dieta AIN-93G
(Control)

Dieta Nopal al 4%
(Nopal)

6.5 semanas

Ayuno de 16 horas ‘

[

{

Curva de tolerancia oral a lipidos |

1 semana

Curva de tolerancia oral a lipidos + P407 I

}

Control:

Eutanasian=5

J

Nopal:
Eutanasian=5

3. Efecto del consumo de nopal sobre el desarrollo de adiposidad y la fisiologia

gastrointestinal en ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa.

Estudio crénico 3.

42 ratas Sprague-Dawley de
6 semanas de edad

7 dias de aclimatacion

Dieta chow
Dieta control (C) n=10 Dieta alta e_n grasa (HF)
n=32
| 4 semanas |
Dieta control (C) || Dieta control + nopal Dieta alta en Dieta alta en grasa + nopal
n=5 (C-N) n=5 grasa (HF) (HF-N) n=16
| 6 semanas |

Ayuno de 14 horas

A 4

N4

)\ 4

v

Eutanasian =5

Control: Control-nopal:
Eutanasia n5=5

HF:
Eutanasian =16

HF-N
Eutanasian =16
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METODOLOGIA

A. Caracterizacion del nopal

A.1. Preparaciones de nopal

En los estudios in vivo, se utilizaron dos preparaciones de nopal: nopal deshidratado por calor, y
una forma comercial de nopal seco Noplite® (Nutriva, México).

El nopal (Opuntia ficus indica) utilizado para la deshidratacion por calor fue un nopal mediano
(aproximadamente 80 g) amablemente donado por el Dr. Esteban Olvera, productor de Milpa
Alta. Este nopal se recolecté y desespind el mismo dia, se lavé con solucion de hipoclorito de
sodio al 0.1% y se cortd en rebanadas de 1-2 cm de grosor para ser secado en un secador de
charolas a 50°C por 24 a 36 h. Una vez seco, el nopal fue molido y tamizado por una malla 20

para homogeneizar el tamafo de particula.

A.2. Determinacion del nopal

Para la caracterizacion de la variedad de Opuntia (nopal), se recolectd una muestra del
cladodio, la flor y el fruto de la planta de la regién de Milpa alta en el Distrito Federal, de donde
se obtuvieron las muestras para el proceso de secado y posterior elaboracion de las dietas. La
caracterizacion se realizo en el Instituto de Ecologia de la UNAM, por el M en C. Carlos Gomez
Hinostrosa, la muestra permanece como registro en el herbario bajo el No. 1304623. La

fotografia del ejemplar se encuentra en el anexo IV.

A.3. Analisis quimico
El analisis quimico del nopal deshidratado se realiz6 en el departamento de Ciencia y
Tecnologia de alimentos del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”, de acuerdo con los métodos establecidos por la AOAC y se presenta en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion quimica del nopal deshidratado por calor.

Analisis proximal (%)
Humedad 3.60
Cenizas 14.12
Proteina 20.15
Extracto etereo ND
Fibra insoluble 33.22
Fibra soluble 5.85
Carbohidratos 23.06

A.4. Extraccion de polifenoles

La identificacion de polifenoles de nopal se realizé a partir de un extracto. Brevemente 10 g de
nopal deshidratado se homogeneizaron en 50 mL de metanol/agua (50:50) durante 1 h con
agitacion constante. EI homogenado se filtré con un filtro Whatman No. 100. El residuo obtenido
se homogeniz6é con 50 mL de acetona/agua (70:30) durante 1 h con agitacion constante y se
filtr6 nuevamente. El residuo se homogenizé con 50 mL de agua destilada durante 15 min con
agitacion constante y se filtré nuevamente. Los filtrados obtenidos en los tres pasos se juntaron
y se sometieron a hidrdlisis acida con HCI concentrado durante 3 h. Se evaporaron a sequedad
10 mL del extracto (a temperatura ambiente) y se resuspendié en 1 mL de etanol. Previo la

inyeccion el extracto se paso por un filtro de 0.22 ym

A.5. Identificacion de polifenoles presentes en el nopal deshidratado

La identificacion de los polifenoles de nopal se realizdé por medio de HPLC y un cromatograma
representativo se muestra en la Figura 5. Brevemente el analisis por HPLC se realizd con un
equipo Waters, acoplado a un detector de arreglo de diodos. La columna es una C18 (3.9 x 150
mm. 5 ym de tamafio de particula). La fase mévil A consiste en metanol/agua/5 M HCI
(5/94.9/0.1 v/vlv), mientras la fase Mévil B consiste en acetonitrilo/agua/s5 M HCI (50/49.9/0.1
v/viv). El método es de gradiente aplicado de la siguiente manera: 0 a 5 min 100% A, 5 a 40 min
50% Ay 50% B, 40 a 60 min 100% B y de 60 a 65 min 100% B y 65.1 a 70 100% A. El tiempo
de corrida es de 70 min seguidos de un periodo de 10 min previos a la siguiente inyeccién. El

volumen de inyeccion fue 50 uL con flujo 0.7 mL/min.
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El eluyente se midié a 254 y 365 nm, y el espectro de los productos se obtuvo en un rango de
220 a 500 nm.

] Isorhamnetina
0.030]
] Kaempferol /
- 0.020-| ~
< 1
0.010]
0.000]
—,————
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.0C
Minutes

Figura 5. Cromatograma representativo de la extraccion de polifenoles de nopal.

B. Estudios in vivo

B.1. Estudio piloto en ratas Zucker (fa/fa)

Con el objetivo de determinar la mejor fuente de nopal deshidratado, las concentraciones
adecuadas, la tolerancia del modelo a esta fuente de fibra y evaluar de manera preliminar los
efectos del consumo del nopal en este modelo de obesidad, se disefio el siguiente estudio

piloto.

B.1.1 Diseio experimental

Se utilizaron 6 ratas macho Zucker obesas (fa/fa) (Harlan, México) de 6 semanas de edad y se
mantuvieron en el bioterio del Instituto nacional de Ciencias Medicas y Nutricion. Las ratas
consumieron la dieta AIN-93G por una semana para aclimatacion y posteriormente se dividieron
en 3 grupos; 2 ratas se mantuvieron en la dieta control (dieta AIN-93G), 3 ratas se asignaron a
la dieta Noplite® 5% (una fuente comercial de nopal deshidratado y la ultima rata se asign¢6 al
dieta ND 5% (con nopal deshidratado por calor). Los animales se mantuvieron en jaulas
individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12 h con libre acceso a la dieta y agua.

A las 2 semanas de haber comenzado el estudio la ratas asignadas al grupo Noplite® 5%
presentaron diarrea severa por lo que se regresaron durante 7 dias a la dieta AIN-93G y
posteriormente se asignaron a una dieta de ND al 2.5%.

El estudio tuvo una duracion total de 8 semanas, durante el cual se registré cada tercer dia la
ganancia de peso y el consumo de alimento. Al final del estudio las ratas se pusieron en ayuno
durante 9 h, al final de este periodo una rata control y una rata ND 2.5% se sacrificaron (grupos

en ayuno), y al resto se les regres6 el alimento por un periodo de 2 h. Al final de este periodo se
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sacrificaron el resto de las ratas (C, ND 2.5% y ND 5%) en estado postprandial (grupos
postprandio).

Todos los animales se sacrificaron por decapitacion, previa inconciencia con CO,. Se recolecté
sangre en tubos con gel separador, se dejaron coagular a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 1,500 x g durante 10 min para la obtencion de suero. Los sueros se guardaron a
-70°C hasta su analisis. Se tomaron muestras de higado que se congelaron en nitrégeno liquido
y se mantuvieron a -70°C hasta su analisis. Adicionalmente se tomaron muestras de higado que

se almacenaron en formalina al 10% para analisis histomorfolégico.

B.1.2. Descripcion de la dieta

La formulacion de las dietas se presenta en la tabla 3. La dieta control se formulé de acuerdo a
la recomendacién por la AIN-93G (104) y la dietas con Noplite® y nopal deshidratado se
formularon a partir de esta, pero sustituyendo un porcion de la fibra dietaria presente en la dieta
(celulosa) por fibra de nopal, para obtener 5 y 2.5% de fibra de nopal. EI resto de los
componentes se ajusto para mantener la misma cantidad de hidratos de carbono y proteina en

ambas dietas.

Tabla 3. Formulacion de las dietas experimentales, estudio piloto.

. Dieta control . N_o pal N'o pal
Ingrediente (AIN-93G) Noplite 5%  deshidratado deshidratado

5% 2.5%

Proteina (caseina) 20.0 18.6 14.0 17.0
Almidon 39.7 39.7 35.8 39.7
Maltodextrina 13.2 8.1 0.0 4.6
Sacarosa 10.0 10.0 10.0 10.0
Aceite de soya 7.0 7.0 7.0 7.0
Fibra (celulosa) 5.0 0.0 0.0 25
Mineral mix 3.5 4 3.5 3.5
Vitamin mix 1.0 1.0 1.0 1.0
Colina 0.3 0.3 0.3 0.3
L-cistina 0.3 0.3 0.3 0.3
CHO nopal -—-- 5.1 17.1 8.6
Fibra de nopal -—-- 5.0 5.0 2.5
Proteina de nopal - 1.4 6.0 3.0
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B.1.3. Curva oral de tolerancia a la glucosa e indice HOMA-IR

Las ratas se mantuvieron en ayuno por 8 h. Se tomaron muestras basales de sangre de la cola
obteniendo 0.2 mL en tubos con EDTA. Posteriormente se les introdujo via oral y un catéter
intragastrico para la administracion de la solucidon de glucosa al 30% p/v (3 g/kg de peso). Se
tomaron muestras de sangre ordefiando ligeramente la cola durante los siguientes 15, 30, 60,
90, 120, 150 y 180 min obteniendo de igual manera 0.2 mL para la determinacién de glucosa,
insulina. Las muestras se centrifugaron a 1000 xg por 10 min para la obtencién de plasma.
Adicionalmente para evaluar la resistencia a la insulina se calculé el indice HOMA-IR (por sus
siglas en ingles Homeostatic Model Assesment) con la siguiente férmula (glucosa en ayuno,

mmol/L x insulina, en ayuno, pmol/L/135).

B.1.4. Determinaciéon de parametros bioquimicos y hormonales en suero

La concentracion de insulina en suero se determind por un ensayo de sandwich Elisa (Alpco).
La glucosa se determind por el método automatizado glucosa oxidasa (YSI Model 2700, Yellow
Springs, Ohio, USA). Las concentraciones de triglicéridos y colesterol en suero se determinaron

con un estuche de Dyasis, por un ensayo enzimatico-colorimétrico.

B.1.5. Analisis histomorfolégico del higado

Durante la eutanasia se removieron rapidamente secciones de higado, se colocaron en
formalina al 10% y se guardaron a 4°C para estudios morfolégicos. Los tejidos se deshidrataron
en series de etanol, xilol (Tabla 4) y posteriormente se embebieron en parafina. Se cortaron
secciones de 4 uym de grosor en el micrétomo (Leica). Cada seccion se monté en laminas de
vidrio y se tifieron con hematoxicilina y eosina. Los analisis morfolégicos se realizaron utilizando

un analizador de imagen Leica Qwin, acoplado a un microscopio Leica DMLS.

Tabla 4. Deshidratacion y embebido de tejidos en parafina.

Reactivo Tiempo

Etanol 96% 30 min
Etanol 96% 30 min
Etanol 100% 30 min
Etanol 100% 30 min
Xilol 100% 30 min
Xilol 100% 30 min
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Parafina a 60°C 30 min
Parafina a 60°C 30 min
Parafina a 60°C 30 min

B.2. Estudio crénico 1, en ratas Zucker (fa/fa)
Una vez establecida la tolerancia del modelo a la dieta con nopal se procedioé con el estudio

cronico 1.

B.2.1 Diseio experimental

Se utilizaron 24 ratas macho Zucker obesas (fa/fa) (Harlan México) de 6 semanas de edad y se
mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion. Las ratas
consumieron la dieta AIN-93G por una semana para aclimatacion y posteriormente se dividieron
en 2 grupos de 12 ratas y se asignaron las siguientes dietas; Control (dieta AIN-93G) y nopal
4% equivalente al porcentaje de fibra de nopal.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12 h con libre
acceso a la dieta y agua.

El estudio tuvo una duracion de 8 semanas, durante el cual se registré cada tercer dia la
ganancia de peso y el consumo de alimento. Al final del estudio las ratas se pusieron en ayuno
durante 9 h. Al final de este periodo se sacrificaron 6 ratas por grupo (grupos ayuno), y al resto
se les regreso el alimento por un periodo de 2 h. Al final de este periodo se sacrificaron 6 ratas
por grupo en estado postprandial (grupos postprandio).

Todos los animales se sacrificaron por decapitacion, previa inconciencia con CO,. Se recolecté
sangre en tubos con gel separador, se dejaron coagular a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 1500 x g durante 10 min para la obtencién de suero. Los sueros se guardaron a
-70°C hasta su analisis. Los higados se pesaron y se tomaron muestras que se congelaron en
nitrégeno y se mantuvieron a -70°C hasta su analisis. Adicionalmente se tomaron muestras de

higado y tejido adiposo que se almacenaron en formalina al 10% para analisis histomorfoldgico.

B.2.2. Descripcion de la dieta

La formulacion de las dietas se presenta en la tabla 6. La dieta control se formulé de acuerdo a
la recomendacion por la AIN-93G (104) y la dieta con nopal se formulé a partir de esta, pero
sustituyendo la mayoria de la fibra dietaria presente (celulosa) por fibra de nopal, para obtener
4% de fibra de nopal. El resto de los componentes se ajusté para mantener la misma cantidad

de hidratos de carbono y proteina en ambas dietas.
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Tabla 5. Formulacién de las dietas experimentales.

Composicion Dieta control Nopal
quimica % (AIN-93G) 4%
Proteina
(caseina) 20 17.937
Almidén 39.74 39.74
Maltodextrina 13.2 10.839
Sacarosa 10 10
Aceite de soya 7 7
Fibra (celulosa) 5 1
Minerales 3.5 3.5
Vitaminas 1 1
Colina 0.25 0.25
L-cisteina 0.3 0.3
CHO (nopal) -—-- 2.361
Fibra (nopal) -—-- 4
Proteina (nopal) -— 2.0627

B.2.3. Determinacién de parametros bioquimicos y hormonales en suero

La concentracion de insulina y adiponectina en suero se determiné por un ensayo de sandwich
Elisa (Alpco). La glucosa se determind por el método automatizado glucosa oxidasa (YSI Model
2700, Yellow Springs, Ohio, USA). Las concentraciones de triglicéridos y colesterol en suero se
determinaron con un estuche de Dyasis, por un ensayo enzimatico-colorimétrico. El glucagon se
determiné por radioinmunoanalisis (Millipore).

La concentracion de B-hidroxibutirato en suero se midié de la manera descrita por Galan et al.
(105).

B.2.4. Determinacion de lipoproteinas en suero

El analisis de lipoproteinas en suero se realizo por espectroscopia acoplada a resonancia
magnética nuclear por la compafia Liposcience Inc. (USA). El fundamento de esta técnica
radica en que cada subclase de lipoproteinas emite una sefial a una frecuencia caracteristica
correspondiente al grupo metilo del lipido contenido en la misma. La intensidad de esta sefial es

proporcional a la cantidad de particulas de cada una de las subclases. En la tabla 7, se
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presentan los rangos de tamafo utilizados para evaluar cada subclase de lipoproteinas, las

unidades utilizadas y los rangos de precision de las mediciones.

Tabla 6. Parametros de lipoproteinas reportadas.

Precision de la medida

NMR Parametros de Rango de
lipoproteinas diametro Unidades Promedio DE %CV
VLDL
Particulas VLDL (total) nmol/L 96.4 4.1 4.3
VLDL >60 nm nmol/L 4.6 0.2 4.6
Grandes/Quilomicrones
VLDL medianas 35-60 nm nmol/L 30.2 1.8 5.9
VLDL pequenas 27-35 nm nmol/L 61.6 4.6 7.5
LDL
Particulas LDL (total) nmol/L 1404 51.5 3.7
IDL 23-27 nm nmol/L 39 10.7 27.5
LDL grandes 21.2-23 nm nmol/L 490 33.5 6.8
LDL pequenas (total) 18-21.2 nm nmol/L 876 79.2 9.1
LDL Medianas 19.8-21.2 nm nmol/L 199 17.2 8.6
pequefias
LDL muy pequefas 18-19.8 nm nmol/L 676 63.3 9.4
HDL
Particulas HDL (total) umol/L 29.3 04 1.5
HDL grandes 8.8-13 nm umol/L 9.1 0.4 4.6
HDL medianas 8.2-8.8 nm umol/L 2.8 0.8 27.5
HDL pequefias 7.3-8.2 nm umol/L 17.4 0.7 4.1

B.2.5. Determinacién de lipidos en higado

La extraccion de lipidos se realizé6 de la manera descrita por Okuno et al., (106). Brevemente
500 mg de tejido se homogeneizaron en 5 mL de una solucion de cloruro de sodio (150 mM),
Triton X-100 (0.1%) y Tris (10 mM) a pH 8.0 y a una temperatura entre 40-50°C. La
homogenizacion se realizo en un politron a maxima velocidad por 60 segundos. Se utilizaron 50
ML del homogenizado para la determinacion de triglicéridos y colesterol con el estuche de

Dyasis, por un ensayo enzimatico-colorimétrico.

B.2.6. Determinacion de marcadores de daino hepatico en suero
Se utilizo la actividad en suero de la aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT) como marcadores de dafio hepatico. La actividad de AST y ALT se

midié con un estuche de Dyasis, por un método enzimatico-UV.
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B.2.7. Extraccion y cuantificaciones de proteinas totales en higado

Para la extraccion de proteinas totales los tejidos se homogeneizaron en amortiguador de lisis
RIPA en presencia de inhibidores de proteasas (N-P40 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.1% EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, aprotinina 72.6 ng/ul, fenilmetilsulfonil floruro 319
pg/ul, (Complete Roche) ortovanadato de sodio 3.2 mM y NaF 30 mM, disuelto en PBS) durante
30 min a 4°C. El homogenizado se centrifugé a 10,000 x g durante 15 min. La porcion de
sobrenadante se recuperd y la concentracion de proteina en los extractos se realizé por el
método de Lowry (DC, Protein assay, Bio Rad), utilizando albumina sérica bovina (Bio-Rad)

como estandar de concentracién para la curva de referencia.

B.2.8. Extraccion y cuantificaciones de proteinas mitocondriales en higado

La obtencion de proteinas mitocondriales se realizé conforme a la técnica descrita por Frezza y
colaboradores (107). Brevemente, los tejidos se homogeneizaron en buffer de aislamiento de
mitocondrias (Tris-MOPS 0.1M, EGTA-Tris 0.1mM y sacarosa 1M) se centrifugaron a 5,000 xg y
4°C por 10 min y se lavo la pastilla dos veces. Para la obtencion de proteinas mitocondriales se
resuspendié en buffer de lisis (CHAPS 2% en TBS) y el homogenizado se centrifugd a 12,000
Xg por 2 min. La porcién de sobrenadante se recupero y la concentracion de proteinas en los
extractos se realizé por el método de Lowry, utilizando albumina sérica bovina como estandar

de concentracion para la curva de referencia.

B.2.9. Electroforesis, transferencia y bloqueo

Para la determinacion de las proteinas entre 20 y 40 ug de proteina total se calentaron a 80°C
por 5 min en una solucién amortiguadora de muestra para corrimiento (Tris 63 mM pH 6.8,
glicerol 10.5%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.05% y 2-mercaptoetanol 5%). Posteriormente las
proteinas se separaron en geles desnaturalizantes de entre 8 y 10% de bisacrilamida. La
condiciones de la electroforesis fueron 75V por 30 min y posteriormente a 100 V entre 100 y
150 min. Las proteinas se electrotransfirieron a 15 V por 30 min a una membrana de polifloruro
de vinilideno (PVDF). Para corroborar la transferencia, las membranas se tifieron con una
solucién de Ponceau y posteriormente se lavaron tres veces por 5 min con agua desionizada
para destenfirlas. El bloqueo de las membranas se realizé con leche descremada en polvo al 5%
(Bio-Rad) o albumina sérica bovina al 0.1% en TBS (Tris 10 mM, NaCl 0.25 M, pH 7.5) con

Tween20 al 0.1% de, durante 1 h a temperatura ambiente.
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B.2.10. Inmunodeteccion

El inmunoblot se incuba con los anticuerpos primarios y secundarios de interés (Tabla 8),

diluidos en leche baja en grasa al 5% o BSA al 0.1%. Entre la incubacién con el anticuerpo

primario y el secundario, se hacen 3 lavados con TBS con 0.1% de Tween 20®.

Posteriormente, se lleva a cabo la inmunodeteccion de actina o y-tubulina como proteina

constitutiva y de control de cargado en la misma membrana.

Tabla 7. Anticuerpos y condiciones utilizadas para la inmunodeteccion.

Bloqueo Proteina | Anticuerpo primario | Tiempo y | Anticuerpo Tiempo y
(dilucion) temperatura secundario temperatura de
de incubacion | (dilucion) incubacioén
Leche 5% | SREBP1c | Anti SREBP1c | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
Santa Cruz (1:500) | 4°C Santa Cruz
(1:3500)
Leche 5% | ACC Anti-ACC Millipore | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
(1:1500) 4°C Santa Cruz
(1:4000)
Leche 5% | pACC Anti- pACC | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
Millipore (1:5000) 4°C Santa cruz
(1:3500)
Leche 5% | FAS Anti-FAS Santa | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
Cruz (1:2000) 4°C Santa Cruz
(1:3500)
Leche 5% | CPT1 Anti-CPT1-L Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
(1:800) (108) 4°C Santa Cruz
(1:10,000)
Leche 5% | MTTP Anti-MTTP  Santa | Toda la noche | Anti ratén Santa | 1.5 h, 20-25°C
Cruz (1:50,000) 4°C Cruz (1:10,000)
BSA 0.1% | pIRS Anti-pIRS en| 1.5 h a | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
tirosina 941 | temperatura Santa Cruz
Millipore (1:1500) ambiente (1:3500)
Leche 5% | IRS1 Anti-IRS1 Millipore | Toda la noche | Anti ratén Santa | 1.5 h, 20-25°C

(1:1500)

4°C

Cruz (1:3500)
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Leche 5% | AKT Anti  AKT Santa | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
Cruz (1:2,000) 4°C Santa Cruz
(1:3500)
BSA 0.1% | pAKT Anti pAKT en ser | Toda la noche | Anti conejo | 1.5 h, 20-25°C
473 Santa Cruz | 4°C (1:3500)
(1:750)

B.2.11. Revelado y semicuantificaciéon

Las bandas se revelaron con el reactivo de quimioluminiscencia y se procedioé a la exposicion
de la membrana a una pelicula de autorradiografia Kodak MIN-R2000. La semicuantificacion de
las bandas se realizd por densitometria 6ptica con el software Image J (NIH). Los valores
obtenidos de las proteinas de interés se dividieron entre los valores de actina o tubulina como

proteina de expresion constitutiva.

B.2.12. Extracciéon de ARN y cuantificaciéon

La extraccidn del RNA total de los tejidos se llevé a cabo por el método Chomczynski (109).
Posteriormente 3 pg de RNA se sometieron a electroforesis en un gel con formaldehido 37% y
agarosa al 1% para comprobar su integridad. El RNA se cuantificé espectrofotométricamente a

260 nm con un Nanodrop.

B.2.13. Sintesis de cDNA por medio de la reaccion de transcriptasa reversa

El RNA se sometié a un analisis de reaccion en cadena, de polimerasa en tiempo real, de dos
pasos. El primer paso consiste en la obtencion de DNA complementario mediante su
retrotranscripcion. Para este, en un volumen final de 22 ul se preparé una mezcla de reaccion
que contiene 3000 ng de RNA, amortiguador para la transcriptasa reversa (Tris HCI 50 mM, pH
8.3, KCI 75 mM, y MgCl, 3 mM), 0.4 mM de cada uno de los dNTPs, oligonucleotido dT 0.01
pg/uL (el cual contiene de 12 a 18 residuos de timina), inhibidor de RNAasa 1 U/uL vy la
transcriptasa reversa M-MULV 5 U/uL. La retrotranscripcion se llevé a cabo por 1 hora a 42°C y

la inactivacion de la enzima se hizo por 5 min.

B.2.14. Reaccion de PCR en tiempo real y cuantificacion relativa
En el segundo paso se llevo a cabo la amplificacion de los genes antes mencionados en 22uL
de una mezcla de reaccion que contiene 1 uL del producto de retrotranscripcion, 6 pL de la

mezcla maestra, 0.6 pL del oligonucledtido respectivo. La mezcla se colocd en una placa
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termocicladora del sistema de deteccion mencionado. La deteccion se realizé utilizando sondas
Tagman (Applied Biosystems) para cada gen, enlistados en la tabla 9 y para actina como

control endégeno para normalizar los valores de expresion.

Tabla 8. Genes analizados y no. de catalogo de sondas Tagman.

Gen

SREBP1c | Rn01495769_m1
ACC1 Rn00588290_m1
FAS Rn00569119_mA1
PPARa Rn00566193_m1
CPT1 Rn00580702_m1
AOX Rn00569216_m1
MTTP Rn01522970_m1
PLTP Rn01423343_m1
CD36 Rn01442639_m1
Actina Rn00667869 _m1

El analisis de la cuantificacién relativa se obtuvo usando el valor de CT (threshold cycle). La
expresion para el analisis estadistico se calculd por el método comparativo (figura 1A),
ajustando la eficiencia de acuerdo a Pfaffl (110). El calculo de la eficiencia se hizo conforme a la
siguiente formula: E = 10 ['Pendentel on donde la pendiente se calculé a partir de la curva
estandar realizada para cada sonda y tejido con diluciones 1:10 del cDNA, de 3,000 ng hasta
0.3 ng

(E . )ACTgen interes (control — muestra)
gen interes

Expresion relativa =

(E g )ACTgen endogeno (control — muestra)
gen endogeno

B.3. Estudio agudo en ratas Zucker (fa/fa)

B.3.1. Diseno experimental
Se utilizaron 10 ratas macho Zucker obesas (fa/fa) (Harlan México) de 6 semanas de edad y se
mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion. Las ratas

consumieron la dieta AIN-93G por una semana para aclimatacion. Al final de este periodo se
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realizo la curva de tolerancia oral a lipidos. Las ratas se mantuvieron en la dieta AIN-93G por
una semana mas y posteriormente se realizé la curva de absorcion de lipidos.
Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12 h con libre

acceso a la dieta y agua.

B.3.2 Curva oral de tolerancia de lipidos

Después de un ayuno de 16 h, se tomaron muestras de sangre basal (de la vena de la cola) y
se les administro via intragastrica un bolo de aceite de oliva (1.4 uL/g de peso). Posteriormente
se recolectaron las muestras de sangre a los 60, 90, 120, 180, 240 y 300 min. El plasma se

obtuvo por centrifugacién a 3,000 x g por 10 min y se guardé a -70°C hasta su analisis.

B.3.3 Curva de absorcion de lipidos

Después de un ayuno de 16 h, se tomaron muestras de sangre basal (de la vena de la cola) y
45 min previos a la administracion del bolo se les inyectod via intraperitoneal 1 g/kg de peso de
una solucion de 150 mg/mL de poloxamer 407 (P-407, un inhibidor de la lipasa de
lipoproteinas). Al finalizar este periodo se les administré via intragastrica un bolo de aceite de
oliva (1.4 uL/g de peso) y se consider6 este como el tiempo cero. Las subsecuentes muestras
de sangre se recolectaron a los 60, 120, 180, 240 y 300 min. El plasma se obtuvo por

centrifugacién a 3000 x g por 10 min y se guardé a -70°C hasta su analisis.

B.4. Estudio crénico 2, en ratas Zucker (fa/fa)

B.4.1. Diseno experimental

Se utilizaron 10 ratas macho Zucker obesas (fa/fa) (Harlan México) de 6 semanas de edad y se
mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion. Las ratas
consumieron la dieta AIN-93 por una semana para aclimatacion y posteriormente se dividieron
en 2 grupos de 5 ratas y se asignaron las siguientes dietas: Control (dieta AIN-93G) y nopal 4%
equivalente al porcentaje de fibra de nopal.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12 h con libre
acceso a la dieta y agua.

El estudio tuvo una duracion de 8 semanas, durante el cual se registro cada tercer dia la
ganancia de peso y el consumo de alimento. Una semana previa al final del estudio, las ratas se

les realizé una curva oral de tolerancia a lipidos. El ultimo dia de estudio las ratas se pusieron
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en ayuno durante 16 h, se les realizé una curva de absorcién de lipidos y posteriormente se
sacrificaron.

Todos los animales se sacrificaron por decapitacion, previa inconciencia con CO,. Se recolecté
la sangre en tubos con EDTA y se centrifugd a 3,000 x g durante 10 min para la obtencion de
plasma. Las muestras de plasma se guardaron a -70°C hasta su analisis. Los higados y los
diferentes compartimentos de tejido adiposo se pesaron y se tomaron muestras que se
congelaron en nitrégeno y se mantuvieron a -70°C hasta su analisis. Adicionalmente se tomaron

muestras de higado que se almacenaron en formalina al 10% para analisis histomorfolégico.

B.5. Estudio crénico 3, en ratas Sprague Dawley

B.5.1. Diseno experimental

Se utilizaron 42 ratas macho Sprague Dawley (Harlan, USA) de 6 semanas de edad y se
mantuvieron en el bioterio de la Universidad de California en Davis. Las ratas se mantuvieron
con dieta Chow por una semana para aclimatacién y posteriormente se dividieron en 2 grupos
(n= 10-36) y se asignaron las siguientes dietas; Control (Research diets No. 12450H) o dieta
alta en grasa (HF) (Research diets No. 12451), después de 4 semanas los dos grupos fueron
subdivididos; la mitad de los grupos se mantuvo en las control y alta en grasa vy la otra mitad se
asigno a la dieta control + nopal (C-N) o alta en grasa + nopal (HF-N), por 6 semanas mas.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con un ciclo luz/oscuridad de 12 h con libre
acceso a la dieta y agua.

El estudio tuvo una duracion de 10 semanas, durante el cual se registroé el peso corporal y el
consumo de alimento dos veces por semana. Al final del estudio las ratas se pusieron en ayuno
durante 14 h y al final de este periodo las ratas se sacrificaron.

Todos los animales se anestesiaron profundamente con isofluorano. Se recolecté sangre por
puncién cardiaca en tubos con activador de coagulacion, se dejaron coagular a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 1,500 x g durante 10 min para la obtencién de suero. Los sueros
se guardaron a -70°C hasta su analisis. Los higados, los compartimentos de tejido adiposo
(mesentérico, epididimal, retroperitoneal y subcutaneo), el ciego, el colon y sus contenidos se
pesaron. Se tomaron muestras de estos tejidos, se congelaron en nitrogeno liquido y se
mantuvieron a -70°C hasta su analisis. Adicionalmente se tomaron muestras de higado, yeyuno
y tejido adiposo subcutaneo y mesentérico que se almacenaron en formalina al 10% para el

analisis histomorfoldgico.
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B.5.2. Descripcion de la dieta

La formulacion de las dietas se presenta en la tabla 10. La dieta control (baja en grasa) y la

dieta alta en grasa (46% de grasa) fueron formulaciones comerciales obtenidas de Research

Diets, USA. Las dietas con nopal se disefiaron a partir de estas dietas con el objetivo de tener

una relacion fibra de nopal-celulosa 4:1, y mantener el porcentaje de calorias respectivo de

cada macronutrimento.

Tabla 9. Formulacién de las dietas experimentales.

Alta en grasa +

Control Control + Nopal Alta en grasa Nopal
Ingrediente g% Kcal % g% Kcal % g% Kcal % g% Kcal %
Proteina 18 18 18 18
Caseina 19.0 16.5 23.3 20.3
Proteina de nopal -- 2.1 -- 2.6
L-Cistina 0.3 0.3 0.3 0.3
Carbohidratos 72 72 36 36
Almidon de maiz| 42.9 40.0 8.5 5.6
Maltodextrinas 71 7.0 1.7 11.4
Sacarosa| 16.4 16.1 201 19.8
Carbohidratos de nopal -- 2.2 -- 2.7
Grasa 10 10 46 46
Aceite de soya 24 2.3 29 29
Manteca 1.9 1.9 20.7 20.3
Fibra dietaria -- -- -- --
Celulosa 4.7 0.9 5.8 1.1
Fibra de nopal -- 3.7 -- 4.6
Mineral Mix S10026 0.9 0.9 1.2 1.1
Fosfato de dicalcio 1.2 1.2 15 1.5
Carbonato de calcio 0.5 0.5 0.6 0.6
Citrato de potasio 1.6 15 1.9 1.9
Vitamin mix V10001 0.9 0.9 1.2 1.1
Bitartrato de colina 0.2 0.2 0.2 0.2
Total " 100.0 100 100 100 100.0 100 100 [ 100
kcal/gm 3.8 3.7 4.6 4.5

B.5.3. Determinacién de parametros bioquimicos y hormonales en suero

La concentracion de adiponectina y leptina en suero se determind por un ensayo de sandwich

Elisa (Alpco). Las concentraciones de glucosa triglicéridos y colesterol

determinaron por un ensayo enzimatico-colorimétrico (Pointe Scientific Inc.).

en suero se
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B.5.4. Determinacion de permeabilidad intestinal

Fracciones de intestino se abrieron a lo largo del borde mesentérico y se montaron en las
camaras de Ussing. La apertura de la cdmara era de 0.3 cm? , y la superficie del tejido estaba
expuesta a 2.5 ml de soluciéon Krebs Ringer (KRB) oxigenada a 37°C. El KRB de la superficie
apical estaba adicionado con glucosa16 mM y balanceado osmoéticamente con manitol 16 mM
en el KRB de la superficie luminal.

La permeabilidad paracelular y transcelular se determind con FITC-4000 (FD4) (Sigma-Aldrich)
y con la peroxidasa de rabano (HRP Tipo Il, Sigma-Aldrich) respectivamente. En el tiempo cero,
se afadieron 375 mg/L de FD4 y HRP al amortiguador en contacto con la superficie luminal.
Posteriormente se recolectaron muestras de 200 uL del amortiguador de la superficie apical
cada 30 min, hasta 120 min. Los 200 pL se reemplazaron con KRB para mantener constante el
volumen de las camaras. Una vez terminado el tiempo de muestreo la concentracion de FD4 se
midié por fluorescencia (excitacion 485 nm, emision 538 nm) en un lector de microplacas,
mientras que la concentracion de HRP se determiné a 450 nm después de una reaccion
enzimatica utilizando o-dianisidina como sustrato. Los flujos de la superficie luminal hacia la

apical se calcularon y expresaron como ng.cm?h.

B.5.5. Analisis histolégico de yeyuno y tejido adiposo

Muestras de yeyuno y tejido adiposo mesentérico y subcutaneo se fijaron en formalina y se
embebieron en parafina como se explica en la tabla 5. Se cortaron secciones de 8 y 10 um de
diametro para yeyuno y tejido adiposo, respectivamente y se tiferon con hematoxilina-eosina. El
anadlisis de las imagenes se realizo con un microscopio Olympus BX61. El largo de las
vellosidades se midié con el software (MetaMorph Basic v. 7.7.0.). El area media de los
adipocitos se determino promediando el area de por lo menos 90 adipocitos por rata utilizando

el software Image J (National Institutes of Health).

B.5.6. Determinacién de especies reactivas de oxigeno

Para la determinacién de ERO, se homogeneizaron 50 mg de tejido en amortiguador de fosfatos
(PBS) a 4°C y el homogenizado se centrifugé a 5,000 x g durante 5 min. La porcion de
sobrenadante se recuperd y se diluyd 1:4. En una placa para fluorescencia de 96 pozos, se
agregaron 50 uL del extracto, seguido de 50 pL de una soluciéon 5 mM de 2,7 de diacetato de
dicloroflueresceina en metanol (Fisher Scientific), se incubé a 37°C durante 1 h vy
posteriormente se midié la fluorescencia (excitacién 488 nm, emisién 525 nm) en un lector de

placas. Adicionalmente se midié la concentracion de proteina en los extractos por el método de
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Lowry (DC, Protein assay, Bio Rad), para normalizar los resultados.

B.5.7. Determinacion de la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa

La actividad de la MPO se determind en extractos intestinales usando el método o-dianisidina-
peroxido de hidrogeno. Brevemente, se homogeneizaron 50 mg de tejido en 50 mM de
amortiguador de fosfato de potasio pH = 6.0 adicionado con bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) 0.5% por sonicacion durante 20 segundos a 4°C. La mezcla se congeld en nitrogeno
liquido, se descongeld en un bafio de agua y se sonicé nuevamente durante 20 segundos. Este
procedimiento se repitié 3 veces y por ultimo las muestras se centrifugaron a 10,000 x g por 30
min. La actividad de la MPO se midié incubando 10 uL de sobrenadante con dihidrocloruro de
o-dianisidina 0.167 mg/mL y peroxido de hidrogeno 0.0005%. La absorbancia a 450 nm se
midié a los 3, 5y 7 min y todas las muestras se midieron por triplicado. Adicionalmente se midio
la concentracion de proteina en los extractos por el método de Lowry (DC, Protein assay, Bio
Rad), para normalizar los resultados y poder expresar los resultado en unidades por mg de
proteina (U), donde una unidad es la cantidad de enzima necesaria para incrementar 1 unidad

de absorbancia por minuto a 25°C.

C. Analisis estadistico

Los datos experimentales en todos los casos se presentan como el promedio + SEM (error
estandar de la media). La normalidad de los datos se verifico por la prueba Kolmogorov-
Smirnov y en caso de obtencién de un valor de p < 0.05, los datos se transformaron
logaritmicamente, previo al analisis estadistico (GraphPad Prism 5).

En todos los casos la diferencia se considero significativa con una P<0.05.

En el estudio preliminar no se realizaron analisis estadisticos, pues a parte de que la n era muy
pequefa no se pretendia obtener conclusiones de esta naturaleza.

En el estudio crénico 1, se realizd6 una la prueba de analisis de varianza de dos vias,
considerando como variables la dieta (nopal o control) y el estado fisiolégico (ayuno o
postprandio). Posteriormente, se aplicé la prueba post hoc de Bonferroni, comparando el efecto
de las dietas en ayuno o postprandio asi como la diferencia entre las condiciones fisioldgicas
(ayuno vs postprandio).

El analisis estadistico del estudio agudo se realizé mediante la prueba de analisis de varianza
de una sola via (ANOVA). Posteriormente, se aplicé la prueba post hoc de Tukey, comparando
todos los grupos entre si.

El analisis estadistico del estudio crénico 2, se realizo una t de Student de dos colas para

comparar el grupo control contra nopal.

58



El analisis estadistico del estudio créonico 3 se realizd mediante la prueba de analisis de
varianza de una sola via (ANOVA). Posteriormente, se aplico en la mayoria de los casos la

prueba post hoc de Tukey, comparando Unicamente las condiciones biolégicamente relevantes
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RESULTADOS

A. Estandarizacién del modelo

Como se mencioné en los procedimientos las ratas inicialmente asignadas a la version
comercial de nopal deshidratado (Noplite®, Nutriva, México) presentaron una diarrea severa,
por esta razén se regresaron a la dieta control durante una semana. Dado que la rata
alimentada con nopal deshidratado por calor (ND) presenté una buena tolerancia a la dieta,
después del periodo de descanso (en la dieta control) las ratas inicialmente con Noplite se
asignaron a la dieta con ND al 2.5% por el resto del estudio. Por este hecho y considerando la
naturaleza del estudio (piloto), para el analisis de los datos se agruparon todas las ratas
alimentadas con nopal en un solo grupo. Adicionalmente no se realizé analisis estadistico pues

la n era muy pequefia y no se pretendia obtener conclusiones.

A.1. Ingesta de alimento y peso corporal
Todas las ratas presentaron un crecimiento adecuado, sin embargo los grupos alimentados con
nopal exhiben menor ganancia de peso que los grupos control. No se observé diferencia en la

ingesta de alimento entre los diferentes grupos (Figura 6).
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Figura 6. Peso corporal e ingesta de alimento. A) Peso corporal de los grupos durante las 8
semanas de estudio, B) Ingesta de alimento por dia durante el periodo de estudio. Promedio +
EE. n = 2-6 por grupo. Considerando la naturaleza del estudio piloto no se realizé analisis

estadistico.

A.2. Parametros bioquimicos
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A.2.1. Curvas de tolerancia oral a la glucosa

Con el objetivo de observar el desarrollo de hiperinsulinemia del modelo, asi como evaluar de
manera preliminar el efecto del consumo de nopal sobre la tolerancia a la glucosa, se realizdé
una curva inicial de tolerancia a la glucosa y una curva al final de la intervencion dietaria. Previo
al inicio de la intervencién (6 semanas de edad) las ratas presentaron valores de glucosa en
ayuno normales, sin embargo durante la curva se observd cierta intolerancia a la glucosa
(Figura 7A). Durante esta etapa todas las ratas presentaron hiperinsulinemia moderada. Al
finalizar el tratamiento (14 semanas de edad) los valores de glucosa en ayuno de ambos grupos
(C y N) se mantuvieron en rangos normales; sin embargo, la intolerancia a la glucosa era mas
marcada que durante la curva inicial. En cuanto a los valores de insulina, todas las ratas
presentaron hiperinsulinemia, sin embargo, las ratas alimentadas con nopal presentaron
concentraciones basales de insulina mas bajas que las ratas control y regresaron a los valores
basales al término de la curva mientras que las ratas control presentaron un tendencia diferente
(Figura 7D).
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Figura 7. Curvas de tolerancia oral a la glucosa antes y después de la intervencion
dietaria. A) Valores de glucosa durante la curva basal de tolerancia oral a la glucosa, B)
Valores de glucosa durante la curva final de tolerancia a la glucosa, C) Valores de insulina en

suero durante la curva basal de tolerancia oral a la glucosa, D) Valores de insulina en suero
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durante la curva final de tolerancia a la glucosa. Promedio + EE, n = 2-6 por grupo.

Considerando la naturaleza del estudio piloto no se realizé analisis estadistico.

A.2.2. Glucosa e insulina

Debido a los resultados obtenidos durante la curva de tolerancia a la glucosa, al término del
estudio se evaluaron los niveles de glucosa en insulina en suero tanto en ayuno como en
postprandio. En la figura 8A, se observa que en ayuno la rata control tuvo un valor normal de
glucosa mientras que la rata alimentada con nopal presenté una hiperglicemia moderada. En
postprandio no se observo diferencia entre las dietas. Consistentemente con los resultados de
la curva de tolerancia, se observd que todas la ratas desarrollaron hiperinsulinemia, sin
embargo esta parece ser mucho mas severa en los grupos controles en comparacion con los

grupos alimentados con nopal (Figura 8B).
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Figura 8. Valores de glucosa e insulina en suero. A) Concentraciones de glucosa en suero
de ratas C y N en ayuno y postprandio, B) Concentraciones de insulina en suero. Promedio +
EE. n = 1-2 por grupo. Considerando la naturaleza del estudio piloto no se realizé analisis

estadistico.

A.2.3. Triglicéridos y colesterol

En la figura 9A se observa que las ratas alimentadas con nopal parecen tener valores mayores
de triglicéridos en comparacion con los grupos controles tanto en ayuno como en postprandio.
Por el contrario la concentracién de colesterol en suero parece ser mas baja en las ratas

alimentadas con nopal en comparacién con las ratas control (Figura 9B).
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Figura 9. Valores de colesterol y triglicéridos, en suero. A) Triglicéridos de ratas en ayuno y
postprandio, B) Colesterol total de las ratas en ayuno y postprandio. Valores promedio + EE. n =

1-2 por grupo. Considerando la naturaleza del estudio piloto no se realizé analisis estadistico.

A.3. Histomorfologia

La rata Zucker (fa/fa) obesa desarrolla esteatosis hepatica de manera natural (102). En las
histologias (Figura 10), se observa que las ratas control tanto en ayuno como en postprandio
presentan acumulos de lipidos, tanto en vacuolas citoplasmaticas que segregan el nucleo hacia
la periferia, como en vacuolas pequefias que producen balonizacion de los hepatocitos, lo cual
se puede traducir en esteatosis tanto macro como microvesicular. Las ratas alimentadas con

nopal presentan estos acumulos de lipidos pero en mucho menor proporcion.
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Figura 10. Analisis histoldgico de los higados de las ratas alimentadas con la dieta

Control o con Nopal por 7 semanas (fotografias representativas). n = 1-2 por grupo.

B. Efecto del consumo de nopal sobre el desarrollo de esteatosis hepatica en ratas
Zucker (fa/fa). Estudio créonico 1

Gracias al estudio preliminar se determiné que la fuente de nopal adecuada era el nopal
deshidratado por calor. Adicionalmente se decidié utilizar una concentracion de 4% de nopal en
la dieta, en sustitucion mayoritaria de la celulosa presente en la dieta control, para evitar que los

animales desarrollaran diarrea.

B.1. Ingesta de alimento, ganancia de peso corporal y peso de los higados
No se observo ninguna diferencia entre la ingesta diaria promedio de alimento entre el grupo
control y el grupo de nopal (Figura 11). De igual manera no hubo una diferencias en la ganancia

de peso entre las ratas alimentadas con la dieta control y las ratas alimentadas con nopal.
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Figura 11. Peso corporal e ingesta de alimento. A) Peso corporal de los grupos durante las 8
semanas de estudio, B) Ingesta de alimento por dia durante el periodo de estudio. Valores

promedio £ EE. n = 12 por grupo.

Como se mencioné anteriormente una de las anormalidades metabdlicas presentadas por la
rata Zucker (fa/fa) obesa es el desarrollo esteatosis hepatica (102). Uno de los indicadores de la
esteatosis hepatica es la hepatomegalia derivada de la acumulacién de lipidos en este tejido.
Dado que algunas fibras dietarias disminuyen el acumulo de lipidos en higado (78), y
considerando los resultados preliminares se evaluo el peso relativo de los higados. En la Figura
12, se observa que las ratas alimentadas con nopal presentaron una disminucién significativa
en el peso relativo de los higados (peso del higado/peso corporal) (p<0.0001) con respecto a
las ratas controles. En ayuno el grupo alimentado con nopal presenté una reduccion en el peso
relativo del higado de 21% respecto al control, mientras que en postprandio la reduccion del
grupo N vs C fue del 22%. El estado fisioldgico (ayuno vs postprandio) no tuvo un efecto

significativo sobre el peso de los higados.
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Figura 12: Peso de higados en funcién del peso corporal. Valores promedio * EE. n = 5-6
por grupo. **P<0.01, ***P<0.0001.

B.2. Parametros bioquimicos en suero

B.2.1. Curvas de tolerancia a la glucosa

De acuerdo con la literatura (111) y como ya se habia observado en el estudio preliminar, la rata
Zucker (fa/fa) desarrolla naturalmente hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa; para
determinar si el consumo de nopal previene de alguna manera el desarrollo de estas
anormalidades se realizaron curvas de tolerancias a la glucosa en la semana cero (antes de la
intervencion) (n = 6) y 7 semanas después del consumo de la dieta (n = 3).

A las 7 semanas de edad las ratas presentaron valores normales de glucosa en ayuno, una
ligera intolerancia a la glucosa y una moderada hiperinsulinemia (Figura 13A y 13B). A las 14
semanas de edad (Figura 13C y 13D), ambos grupos presentaron moderada hiperglucemia e
hiperinsulinemia severa; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las ratas
alimentadas con la dieta control y las ratas alimentadas con nopal.

Adicional a las curvas de tolerancia a la glucosa se calcul6 el indice HOMA-IR con el objetivo de
corroborar cambios en las resistencia periférica a la insulina. De manera similar a lo observado
en las curvas de tolerancia a la glucosa, no se observaron diferencias significativas en el indice
HOMA-IR entre las ratas control (164.6 + 35.54) y las ratas alimentadas con nopal (124.6 *
24.24).
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Figura 13. Curvas de tolerancia oral a la glucosa antes y después de la intervencion
dietaria. A) Valores de glucosa durante la curva basal de tolerancia oral a la glucosa, B)
Valores de insulina en suero durante la curva basal de tolerancia oral a la glucosa, C) Valores
de glucosa durante la curva final de tolerancia a la glucosa, D) Valores de insulina en suero

durante la curva final de tolerancia a la glucosa. Valores promedio + EE. n = 3-6 por grupo.

B.2.2. Glucosa, insulina y glucagon

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa en suero tanto
entre las diferentes dietas como entre ayuno y postprandio (Figura 14A). La Figura 14B muestra
que todas la ratas del estudio desarrollaron la hiperinsulinemia caracteristica de este modelo de
obesidad y no mostraron diferencias significativas en las concentraciones de insulina en ayuno.
Por el contrario en el estado postprandial las ratas alimentadas con nopal presentaron valores

de insulina significativamente menores a las ratas control.
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Figura 14. Valores de glucosa, insulina y glucagén en suero. A) Concentraciones de
glucosa en suero de ratas C y N en ayuno y postprandio, B) Concentraciones de insulina en
suero de las ratas C y N tanto en ayuno como en postprandio, C) Concentraciones de glucagon
en suero las ratas C y N tanto en ayuno como en postprandio. Valores promedio + EE. n = 5-6
por grupo. *P<0.05, ***P<0.0001.

El glucagon tiene un papel importante en la homeostasis de glucosa (112). Si bien las dietas
altas en proteina pueden incrementar la secrecién de glucagon postprandial (113), se ha
observado que en la diabetes tipo 2, la secrecién de glucagon postprandial esta incrementada.
Esto resulta en una inadecuada supresién de la gluconeogénesis hepatica y por lo tanto en una
desregulacién de la homeostasis de glucosa (114). Considerando lo anterior y los resultados
obtenidos en los valores de insulina decidimos evaluar las concentraciones de glucagéon en
suero. En ayuno los niveles de glucagén (Figura 14C) no mostraron diferencias entre las
diferentes dietas (C vs N). Sin embargo en el estado postprandial las ratas alimentadas con
nopal mostraron valores significativamente menores que el grupo control. Adicionalmente las

ratas alimentadas con la dieta control mostraron un incremento significativo en los valores
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postprandiales en comparacion con el ayuno (p<0.0001) mientras que los grupos alimentados

con nopal no mostraron diferencias entre ayuno vs postprandio.

B.2.3 Perfil de lipidos

B.2.3.1. Triglicéridos, colesterol y acidos grasos libres

Algunos de los efectos observados por el consumo de diferentes tipos de fibras dietarias es la
modulacion de los niveles de triglicéridos y colesterol es suero.

Los valores de triglicéridos séricos en ayuno (Figura 15A), fueron similares entre el grupo
control y el de nopal. Sin embargo, de manera interesante, en el estado postprandial los valores
de las ratas alimentadas con nopal fueron significativamente mayores (p=0.0002) en
comparacion con el grupo control.

Acorde con reportes previos (24), las ratas alimentadas con nopal presentaron valores de
colesterol total significativamente menores que las controles (P=0.0002), tanto en ayuno como
en postprandio (2 h de alimentacion) (Figura 12B).

Una de las caracteristicas asociadas a la obesidad, es el incremento en el flujo de acidos
grasos libres provenientes de la lipdlisis del tejido adiposo (50) que pueden ser depositados en
tejidos no grasos como musculo e higado. De esta manera, se decidié medir los niveles de
acidos grasos libres en suero. Como se observa en la Figura 15C, en ayuno la concentracion de
acidos grasos libres se encuentran relativamente alta en ambos grupos. En contraste, en
postprandio los valores son significativamente menores que en ayuno (p <0.0001). Sin embargo

no se observaron diferencias entre las dietas experimentales (control o nopal).
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Figura 15. Valores de colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres en suero. A)
Triglicéridos de ratas en ayuno y postprandio, B) Colesterol total de las ratas en ayuno y
postprandio, C) Acidos grasos libres de las ratas en ayuno y postprandio. Valores promedio +
EE. n =5-6. ***P<0.0001.

B.2.3.2. Lipoproteinas (Quilomicrones, VLDL y LDL)

Debido a las diferencias observadas entre los grupos control y los grupos alimentados con
nopal en los valores séricos de colesterol y triglicéridos postprandiales, se realizo el perfil de
lipoproteinas en suero con el objetivo de identificar variaciones en las diferentes subclases. De
acuerdo con el resultado de triglicéridos en suero, el contenido de particulas de muy baja
densidad y ricas en triglicéridos (VLDLs y quilomicrones) en postprandio fue mucho mayor en
los grupos alimentados con nopal (Figura 16B). En ayuno se observo una tendencia similar pero
en menor magnitud (Figura 16A). En contraste la cantidad de LDLs (lipoproteinas de baja de
densidad y ricas en colesterol) fue menor en los grupos alimentados con nopal en comparacion

con los controles tanto en ayuno como en postprandio (Figura 16C y D).
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Figura 16. Valores de las diferentes subclases de lipoproteinas en suero. A) Valores de las
diferentes subclases de VLDL y quilomicrones de las ratas en ayuno, B) Valores de las
diferentes subclases de VLDL y quilomicrones de las ratas en postprandio, C) Valores de las
diferentes subclases de LDL de las ratas en ayuno, D) Valores de las diferentes subclases de
VLDL y quilomicrones de las ratas en postprandio. Debido a la cantidad necesaria de muestra
para el analisis se realizaron mezclas de las diferentes ratas, por o que no se realizé analisis

estadistico.

B.2.4. Adiponectina

Se ha descrito una asociacién significativa entre valores bajos de adiponectina en suero y la
presencia de esteatosis hepatica (58), de esta manera se midié esta adipocina en suero. En la
Figura 17, se observa que no hubo un efecto del estado fisiolégico (ayuno vs postprandio) sobre

los niveles séricos de adiponectina para ninguna de las dietas. En comparacion, los grupos
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alimentados con nopal presentaron un incremento significativo (p <0.0001) en los valores de
adiponectina en suero en comparacion con los grupos control y este incremento fue

independiente del estado fisiolégico (ayuno o postprandio).
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Figura 17. Valores de adiponectina total en suero de las ratas en ayuno y postprandio.
Valores promedio + EE. n=5-6. *P<0.05, ***P<0.0001

B.2.5. Cuerpos ceténicos (B-hidroxibutirato)

Uno de los indicadores de una alta tasa de oxidacion de acidos grasos en higado son los
niveles de cuerpos ceténicos (acetoacetato y B-hidroxibutirato) en suero. De esta manera se
evaluaron los niveles de B-hidroxibutirato en el suero de las ratas. No se observaron diferencias
significativas entre las dietas en ayuno o postprandio, sin embargo si se observé un efecto
significativo del estado fisiolégico (ayuno vs postprandio) (Figura 18). Los valores de ayuno

fueron significativamente mayores que los de postprandio para ambas dietas (P=0.002).
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Figura 18. Valores de B-hidroxibutirato en suero de las ratas en ayuno y postprandio.

Valores promedio + EE. n=5-6 por grupo.
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B.2.6. Marcadores de daino hepatico

Durante el desarrollo de esteatosis hepatica, el indicador clinico mas usado es la actividad de
transaminasas (ALT y AST) en suero. Todas las ratas presentaron valores por arriba de los
rango normales (Figura 19) (115); sin embargo, las ratas alimentadas con nopal presentaron
valores significativamente mas bajos de ALT en ayuno (P< 0.05). Los resultados de AST siguen
la misma tendencia, aunque los valores de las ratas alimentadas con nopal son

significativamente menores tanto en ayuno como en postprandio (P< 0.05).
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Figura 19. Pruebas de dafo hepatico en suero. A) Actividad de ALT en suero, B) Actividad de

AST en suero. Valores promedio £ EE. n=5-6 por grupo. *P<0.05

B.3. Metabolismo de lipidos en higado
Considerando los resultados observados en el peso relativo de los higados, y con el objetivo de
observar la acumulacién de lipidos en higado para comprobar la presencia de esteatosis, se

realizaron cortes histoldgicos de los higados.

B.3.1. Histomorfologia

En la histologias tefiidas con hematoxilina-eosina (Figura 20) se observa que acorde con los
resultados del estudio piloto, las ratas alimentadas con la dieta control tanto en ayuno como en
postprandio presentan vacuolas lipidicas tanto del tipo macro como microvesicular, lo que se
traduce una esteatosis mixta. En contraste las ratas alimentadas con nopal exhibieron presencia

de estas vacuolas pero en mucho menor proporcion.
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Figura 20. Analisis histolégico de los higados de las ratas alimentadas con la dieta

control o con nopal por 7 semanas (fotografias representativas). n = 5-6 por grupo.

B.3.2. Triglicéridos y colesterol hepaticos

Para corroborar la disminucién de esteatosis observada en los higados de las ratas alimentadas
con nopal, se realizé la cuantificacion de triglicéridos y colesterol en higado.

El contenido de triglicéridos hepaticos (Figura 21A) fue significativamente menor en los grupos
alimentados con nopal, tanto en ayuno como en postprandio (p<0.0001). Las ratas alimentadas
con nopal en ayuno presentaron una disminucion de 42% respecto al control, mientras que en
postprandio la reduccién del grupo N vs C fue del 59%. No se observé diferencia significativa

en los niveles de colesterol hepatico en ninguno de los grupos (Figura 21B).
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Figura 21. Valores de Colesterol y triglicéridos hepaticos. A) Triglicéridos en ayuno y
postprandio, C) Colesterol hepatico de ratas en ayuno y postprandio. Valores promedio + EE.
n=5-6. ***P<0.0001.

B.3.3. Expresion de proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos

Los resultados anteriores indican claramente que el consumo de nopal previene la acumulacion
de lipidos en el higado de la rata Zucker (fa/fa). Considerando que la esteatosis hepatica se
origina a partir de un desbalance entre la captura, sintesis, oxidacion y exportacion de lipidos en

higado, se midio la expresién génica y de proteina de las proteinas claves involucradas en el

metabolismo de lipidos.

B.3.3.1. Captura de acidos grasos
Para determinar el efecto sobre la captura de acidos grasos en el higado se midié la expresion

del transportador CD36. No se observé un efecto de la dieta en la expresion de este
transportador en ayuno (Figura 22). En comparacién, en postprandio la expresion de CD36 en

el grupo alimentado con nopal fue significativamente mayor que en el grupo control. No se

observo un efecto del estado fisioldgico.
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Figura 22. Expresion del transportador de acidos grasos CD36 en higado. Promedio + EE.
n=5-6 por grupo. **P<0.01. C-A: Control ayuno, N-A: Nopal ayuno, C-P: Control postprandio, N-
P: Nopal postprandio

B.3.3.2. Sintesis de lipidos

Para determinar el efecto sobre la sintesis de acidos grasos, se midi6 la expresién génica del
factor de transcripcion SREPBP1c, asi como de sus genes blanco ACC1 y la sintasa de acidos
grasos (FAS). En la Figura 23A, se observa que la expresion génica de SREBP1c¢, un factor de
transcripcion clave en lipogénesis, no se modificé entre el grupo control y los grupos
alimentados con nopal en ayuno. Sin embargo, en el estado postprandial se observd un
incremento significativo en el grupo alimentado con nopal con respecto al control postprandio.
La expresion génica de su gen blanco ACC1 presentd un patrén similar en postprandio aunque
también aumenté significativamente en ayuno. Por el contrario, en la expresién de FAS no se
observaron diferencias entre las dietas, aunque si hubo un efecto del estado fisiolégico en
donde para ambas dietas se observd un incremento en postprandio en comparaciéon con el
ayuno (P<0.0001).

La expresion de la proteina madura de SREBP1c presenta un patrén similar al de la expresion
génica, en donde no se observaron diferencias en ayuno, aunque si se observé un incremento
significativo en postprandio para el grupo alimentado con nopal, en comparacién con el control
(P<0.01). Una de las formas de regulacion de ACC, es por fosforilacidén, de esta manera si la
proteina se encuentra fosforilada se considera inactiva. Tanto en ayuno como en postprandio la
relacion pACC/ACC total pareciera incrementarse en los grupos alimentado con nopal respecto
a sus controles respectivos aunque la diferencia no alcanzé significancia. Finalmente los niveles

de proteina de FAS no presentaron diferencias entre ninguno de los grupos (Figura 23C).
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Figura 23. Expresion de proteinas involucradas en lipogénesis en higado, A) Expresion
génica del factor de transcripcion SREBP1c, la enzima acetill coA carboxicinasa (ACC1) y la
sintasa de acidos grasos (FAS) en ayuno y postprandio, B) Inmunoblots representativos de la
expresion y fosforilacion de enzimas involucradas en lipogénesis, C) Cuantificacién relativa de
la expresion de proteina de SREBP1c, la sintasa de acidos grasos (FAS) y fosforilacion de ACC
en ayuno y postprandio. Promedio £ EE. n=5-6 por grupo, **P<0.01, ***P<0.0001. C-A: Control
ayuno, N-A: Nopal ayuno, C-P: Control postprandio, N-P: Nopal postprandio

B.3.3.3 Oxidacion de lipidos

Para evaluar la oxidacion de acidos grasos en higado se midié la expresion génica de PPARaq,
un factor de transcripcion y regulador clave en la oxidacion de lipidos, asi como sus genes
blanco; carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1) y acil coA oxidasa (AOX) que son enzimas
claves en la oxidacion de acidos grasos mitocondriales y peroxisomales, respectivamente.

Como se puede ver en la Figura 24A, en la ratas alimentadas con nopal hubo un incremento
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significativo en la expresiéon génica de PPARa, asi como de su genes blanco CPT1 y AOX en
ayuno, en comparacién con las control. Adicionalmente CPT1, en postprandio presenté mayor
expresion en el grupo con nopal en comparacion con el control. La expresion de la proteina
CPT1 (Figura 24B) en ayuno, presentd un patrén similar a la expresiéon génica, donde el grupo
con nopal mostros valores significativamente mayores que el control, aunque no se observaron
diferencias entre las dietas en postprandio. Dado que esta enzima es clave en el transporte de
acidos grasos al interior de la mitocondria para su oxidacién y se considera como la enzima
paso limitante de la oxidacién mitocondrial, los resultados anteriores sugieren que la oxidacion
de acidos grasos en el higado de las ratas alimentadas con nopal, pudiera estar incrementada

en ayuno en comparacion con las ratas control.
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Figura 24. Expresion de genes y proteinas involucrados en la oxidacion de lipidos en
higado. A) Expresion de PPARa, carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1) y AOX en ayuno y
postprandio, B) Expresién de la proteina CPT1 en mitocondrias de higado en ayuno y
postprandio. Promedio + EE, n=5-6 por grupo. *P<0.05, ***P<0.0001. C-A: Control ayuno, N-A:
Nopal ayuno, C-P: Control postprandio, N-P: Nopal postprandio
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B.3.3.4 Sintesis y exportacion de lipoproteinas

Debido al incremento observado en ayuno en las particulas ricas en triglicéridos, se analizé la
expresion de la proteina microsomal para transferencia de triglicéridos (MTTP) la cual es
responsable de la transferencia de ftriglicéridos a las VLDLs nacientes. Tanto la expresion
génica como de la proteina aumentaron significativamente en ayuno (Figura 25). En contraste,
la expresion génica en postprandio disminuyo en el grupo alimentado con nopal en comparacion
con el control. A nivel de proteina no se observaron diferencias significativas entre los grupos.
Ademas de la expresion de MTTP, se midié la expresion génica de la enzima responsable de la
transferencia de fosfolipidos a las VLDLs; PLTP. En ayuno, al igual que MTTP, la expresién
génica de PLTP aumenté significativamente en el grupo alimentado con nopal, mientras que en

postprandio no se observaron diferencias significativas.
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Figura 25. Expresidon de enzimas involucradas en empaquetamiento de lipoproteinas en
higado. A) Expresion génica de MTTP en ayuno y postprandio, B) Cuantificaciéon de la
expresion de proteina MTTP en ayuno y postprandio e inmunoblot representativo. Promedio +
EE, n=5-6 por grupo. *P<0.05, ***P<0.0001. C-A: Control ayuno, N-A: Nopal ayuno, C-P:
Control postprandio, N-P: Nopal postprandio
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B.4. Senalizacion de insulina

En funcion de las diferencias observadas en los niveles de insulina postprandial y dado que uno
de los objetivos de este trabajo era determinar si habia una mejora en la sefalizacién de
insulina, se determind por western blot la fosforilacion de dos proteinas involucradas en la
cascada de sefalizacion de insulina; pIRS y Akt. IRS debe estar fosforilada en tirosina 941 para

que la senal de la insulina se lleve a cabo y se pueda dar el paso de fosforilacién de Akt.

B.4.1. Fosforilacion de IRS1 y Akt

La relacién pIRS/IRS1 total y pAkt/Akt total en ayuno no presentd diferencias entre las dietas
(Figura 26). Esto era esperable pues en ayuno la cascada de sefalizacién de insulina no se
encuentra prendida. En postprandio, por el contrario, se observa que la relacién tanto de pIRS
como de pAKT en funcion de sus totales se encuentra significativamente aumentada en el
grupo alimentado con nopal en comparacion con el control. Los resultados anteriores sugieren
una mejora en la sefalizacion de insulina en el grupo alimentado con nopal en comparacién con

el control.
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Figura 26. Relacion de proteina pAkt/Akt total y pIRS/IRS1 total en higado evaluado por
western blot. Inmuno blot representativo y cuantificaciéon del mismo. Promedio + EE, n=5-6 por
grupo. *P<0.05, ***P<0.0001. C-A: Control ayuno, N-A: Nopal ayuno, C-P: Control postprandio,
N-P: Nopal postprandio
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C. Estudio del consumo de nopal sobre la absorcidn de lipidos a nivel intestinal en la rata
Zucker (fa/fa): relaciéon con la esteatosis hepatica.

Uno de los hallazgos en el estudio cronico 1, fue que a las 2 h de postprandio la ratas
alimentadas con nopal mostraron niveles de triglicéridos en suero significativamente mas altos
que las ratas control. Con el objetivo de determinar si el consumo de nopal modificaba la
cinética de absorcion de lipidos a nivel intestinal y esto estuviera potencialmente se relacionado
con la disminucion observada en la esteatosis hepatica, se evalué la absorcion de lipidos tanto

en un modelo agudo como en el modelo cronico.

C.1. Estudio agudo 1.

C.1.1. Curva de absorcion de lipidos

En el estudio agudo, se evalud en las ratas Zucker (fa/fa) sin ningun tratamiento previo, como
un bolo de celulosa o nopal modificaba la absorcion intestinal de lipidos. Tanto la celulosa como
el nopal disminuyen los triglicéridos séricos (P=0.01) después de la administracion del bolo de
aceite y en comparacion con la administracion del bolo sin la adicién de ningun tipo de fibra, sin
embargo no se encontraron diferencias entre los dos tipos de fibra; nopal vs celulosa (Figura
27).
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Figura 27. Curva de absorcion de lipidos. Valores de triglicéridos en suero durante la prueba

de absorcion de lipidos. Promedio + EE, n=2-3 por grupo.
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C.2. Estudio cronico 2.
En el estudio crénico 2, se repitio la intervencién dietaria realizada en el estudio cronico 1, pero
con el objetivo de evaluar si después de 7 semanas de alimentacion con la respectivas dietas

se modificaba la absorcion de lipidos después de un bolo de aceite.

C.2.1. Ingesta de alimento, peso corporal y peso de tejidos

Al igual que en el primer estudio no se observaron diferencias entre las dietas en la ganancia de
peso o la ingesta de alimento. La fluctuacion observada en el dia 49 de la ingesta de alimento
se debe a que durante esa noche las ratas se colocaron en ayuno para poder realizar la primera

curva de lipidos (Figura 28).

A B
600- -= Conrol 40- -e- Control
| — Nopal = -=- Nopal
S 500 %
o - =
@ 400 GE,
o =
300- <
200' ) ) ) ) ) ) ) ] c ) ) ) LJ ) ) ) ]
0 7 14 21 28 35 42 49 56 0 7 14 21 28 35 42 49 56
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 28. Peso de corporal e ingesta de alimento. A) Peso corporal de los grupos durante
las 8 semanas de estudio, B) Ingesta de alimento por dia durante el periodo de estudio. Valores

promedio £ EE, n=5 por grupo.

De acuerdo con el estudio cronico 1, las ratas alimentadas con nopal mostraron una
disminucion significativa en el peso relativo de los higados (peso del higado/peso corporal)
(p<0.05) con respecto a las ratas controles (Figura 29A). Especificamente el grupo alimentado
con nopal presentd una reduccién del 28% en el peso relativo del higado respecto al control.

Adicionalmente al peso de los higados, se midié la cantidad de tejido adiposo pues era un
parametro que no se habia medido en el estudio anterior. No se observaron diferencias
significativas en el peso relativo de los compartimentos de tejido adiposo visceral (epiplén,
mesentérico, retroperitoneal y epididimal) entre las diferentes dietas (Figura 29B). En contraste

el grupo alimentado con nopal presentdé un incremento significativo (P<0.01) en la cantidad de
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tejido adiposo subcutaneo. Consecuentemente en el grupo alimentado con nopal se observé un

incremento significativo (9.7%) en el porcentaje total de tejido adiposo en funcién del peso

corporal.
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Figura 29. Peso de higados y de los diferentes compartimentos del tejido adiposo en
funcion del peso corporal. A) Peso relativo del higado, B) Peso relativo de los diferentes
compartimentos de tejido adiposo, C) Porcentaje de tejido adiposo en funcién del peso corporal
(suma de los diferentes compartimentos). Valores promedio + EE, n=5 por grupo. *P<0.05,
**P<0.01.

C.2.2. Parametros bioquimicos
Los parametros bioquimicos evaluados en este estudio fueron los triglicéridos séricos durante la

curva de absorcion de lipidos y los valores de insulina en los puntos basales de la curva.

C.2.2.1. Curvas de lipidos

Se realizaron dos curvas de lipidos; la primera tuvo como objetivo determinar si habia
diferencias en la depuracion de lipoproteinas después de un bolo de lipidos y la segunda fue
para evaluar la cinética de absorcion de lipidos. Para esta ultima, previo a la administracion del

bolo de aceite se inyectd a las ratas un inhibidor de la lipasa de lipoproteinas (P-407), para
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evitar la captura de triglicéridos por los tejidos y por lo tanto evaluar el incremento en los valores

de triglicéridos en suero, provenientes Unicamente de la absorcién de lipidos.
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Figura 30. Curvas de absorcion de lipidos. A) Concentracién de triglicéridos en suero
después del bolo de lipidos, B) Concentracion de triglicéridos en suero después del bolo de

lipidos con inhibicién de la lipasa de lipoproteinas. Valores promedio + EE, n=4-5 por grupo.
**P<0.001.

Las ratas administradas con el bolo de nopal o celulosa previo al bolo de aceite mostraron un
perfil de triglicéridos muy similar a lo largo de las 5 h de duracion de la curva (Figura 30A).

Durante la curva con el inhibidor de la lipasa de lipoproteinas (Figura 30B), la absorcion de
lipidos fue muy similar entre el bolo de celulosa y el de nopal y solo se observd una diferencia

significativa en la hora cinco (P<0.01), donde pareciera que la presencia de nopal promueve
una mayor absorcién de lipidos.

C.2.2.2. Insulina

En el estudio crénico 1, la diferencia en los valores de insulina en ayuno, entre la dieta control y
la dieta con nopal no alcanzdé significancia por el tipo de analisis (ANOVA de 2 vias).
Considerando lo anterior, asi como las mejoras observadas en la fosforilacion de proteinas
involucradas en la cascada de sefalizacion de insulina, en este nuevo estudio se determinaron
los valores de insulina sérica en ayuno (muestras basales de la curva de lipidos). El grupo

alimentado con nopal present6 valores de insulina 50% por debajo de los valores del grupo
control (Figura 31).
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Figura 31. Valores de insulina en plasma de ratas en ayuno (muestras basales de la curva

de lipidos. Valores promedio + EE, n=4-5 por grupo. *P<0.05.

D. Efecto del consumo de nopal sobre el desarrollo de adiposidad y la fisiologia
gastrointestinal en ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa.
Estudio crénico 3.

Los resultados anteriores muestran un efecto claro del consumo de nopal en un modelo
genético de obesidad y esteatosis hepatica la rata Zucker (fa/fa). Sin embargo, para ampliar los
conocimientos sobre los efectos del consumo de nopal hacia un modelo mas fisiolégico se
realizé un nuevo estudio en ratas Sprague-Dawley. En este estudio las ratas se alimentaron con
una dieta control o una dieta alta en grasa adicionadas con nopal, en donde se sustituyo una
proporcion de la celulosa por fibra de nopal, y el resto de los componentes se ajustaron para
reflejar la misma cantidad de macronutrimentos.

En diversos estudios se ha demostrado que el intestino tiene un papel primario en el desarrollo
de obesidad y esteatosis hepatica no alcohdlica (81). Considerando que uno de los
componentes bioactivos del nopal es su alto contenido de polisacaridos, se realizé este estudio
para determinar si el consumo de nopal modificaba las anormalidades presentes en intestino

inducidas por una dieta alta en grasa asi como el desarrollo de adiposidad.
D.1. Ingesta de alimento y ganancia de peso

De manera similar a los resultados obtenidos en la rata Zucker, el consumo de nopal no

modifico la ganancia de peso, ni la ingesta calérica (Figura 32).

85



>
w

§100-
% ~ 90
N -
85 T =
e £ g0l % y/
S 6
£ 8 / /
o3 / /
8 oLl 2 g
0 7 142128354249566370 C C-N HF HF-N
Tiempo (dias)
C
3 100 e
5 .80 B CN
w0 HF
o 3 60 Z HF-N
S 20
g ]
0-.

3 5 8 10
Tiempo (semanas)

Figura 32. Peso de corporal e ingesta de alimento. A) Peso corporal de los grupos durante
las 10 semanas de estudio, B) Ganancia de peso durante el estudio en funcion del peso
corporal, C) Ingesta caldrica por dia durante el periodo de estudio. Valores promedio + EE,

n=5-16 por grupo.

D.2. Adiposidad y parametros asociados

Diversos estudios han descrito que la hipertrofia de los adipocitos, esta intimamente asociada a
las funciones del adipocito y a las alteraciones metabdlicas observadas en obesidad (116). De
esta manera y considerando que uno de los objetivos del estudio era evaluar los efectos del
consumo de nopal sobre el desarrollo de adiposidad, se determind la adiposidad (peso del tejido

adiposo/ peso corporal) y el area media de los adipocitos.

D.2.1. Peso relativo de los diferentes compartimentos
No se observaron diferencias en la adiposidad entre el grupo C y el grupo C-N; sin embargo, en
las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, el grupo HF-N presentd valores de

adiposidad significativamente menores que el grupo HF (Figura 33). Adicionalmente, se observé
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que las diferencias en adiposidad entre estos grupos fueron resultado de diferencias
significativas en el peso relativo del tejido adiposo epididimal, retroperitoneal y subcutaneo; sin
embargo, no se observaron diferencias entre los grupos en el tejido adiposo mesentérico
(Figura 33B).
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Figura 33. Peso relativo del tejido adiposo blanco. A) Adiposidad; peso total del tejido
adiposo sobre el peso corporal, B) Peso relativo de los diferentes compartimentos de tejido

adiposo. Valores promedio + EE. n=5-16 por grupo. *P<0.05.

D.2.2. Area media de los adipocitos (Subcutaneo y mesentérico)

En diversos estudios se ha demostrado que la hipertrofia de los adipocitos correlaciona con el
grado de inflamacion en los diferente compartimentos (117). De esta manera se midi6 el area
media de los adipocitos en muestras de tejido adiposo mesentérico y subcutaneo.

Acorde a lo descrito previamente (88), el area media de los adipocitos del tejido adiposo
mesentérico fue significativamente menor que el area media de los adipocitos subcutaneos para
todos los grupos (P<0.0001). Sin embargo, en el tejido adiposo mesentérico no se observaron

diferencias entre los grupos con dieta control y dieta alta en grasa o por la presencia de nopal.
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Figura 34. Analisis histolégico de secciones de tejido adiposo mesentérico y
cuantificacion del area media del adipocito, promedio * EE. n= 5-12 por grupo.

En cuanto al tejido adiposo subcutaneo, como se puede observar en las histologias (Figura 35),
con la dieta control no se observaron diferencias entre el grupo C y el C-N, sin embargo con la
dieta alta en grasa, el grupo HF-N presenté un area media significativamente menor que el
grupo HF (P<0.05), lo que podria sugerir que el consumo de nopal con una dieta alta en grasa
de alguna manera previene la hipertrofia del adipocito.
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Figura 35. Analisis histolégico de secciones de tejido adiposo subcutaneo y

cuantificacion del area media del adipocito, promedio * EE. n= 5-12 por grupo. *P<0.05.

D.3. Parametros bioquimicos en suero

D.3.1. Glucosa, triglicéridos y colesterol

Los valores de glucosa en suero estan dentro de los rangos normales (<156 mg/dL) (115) y
aunque se observa una ligera tendencia en los grupos alimentados con nopal (C-N y HF-N)
hacia menores valores de glucosa en comparacién con el grupo C y HF, estas diferencias no

son significativas (Figura 36A).
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En cuanto a los valores de triglicéridos en suero, todos los grupos presentaron concentraciones
dentro de los rangos normales y no se observé un efecto claro de la adiciéon de nopal ya sea
con una dieta control o con una dieta alta en grasa. Las ratas alimentadas con la dieta C-N

presentaron valores significativamente mayores que las ratas HF.
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Figura 36. Valores de glucosa, triglicéridos y colesterol en suero. A) Concentracién de
glucosa en suero, B) Concentracion de triglicéridos en suero, C) Concentracion de Colesterol en

suero. Valores promedio + EE. n=5-16 por grupo. **P<0.001.

En la Figura 36C se observa que no hubo diferencias entre los grupos en cuanto los niveles de
colesterol en suero.

D.3.2. Adipocinas en suero

Se ha descrito que durante el desarrollo de obesidad, el crecimiento del tejido adiposo puede
generar una alteracion en la secrecién de adipocinas, de esta manera se midié en suero la
concentracién de leptina y adiponectina.

En los valores de leptina en suero con la dieta control no se observaron diferencias entre el
grupo C y el C-N; sin embargo, en las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa, el grupo

HF-N mostro valores significativamente menores que la dieta HF (Figura 37A). Acorde con
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reportes previos (56) los valores de leptina en suero correlacionaron significativamente con el
porcentaje de adiposidad, lo cual refuerza la relacién entre el incremento de tejido adiposo y el

desarrollo de hiperleptinemia (Figura 37C).
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Figura 37. Valores de leptina y adiponectina total en suero de las ratas en ayuno. A)
Concentracion de leptina en suero, B) concentracion de adiponectina en suero, C) Relacion

entre la adiposidad y los valores de leptina en suero. Valores promedio + EE. n=5-16, *P<0.05

La adiponectina, en contraste con la leptina, se considera como una adipocina benéfica.
Aunque en estados de obesidad esta adipocina se ha visto disminuida, estimula la secrecion de
citocinas antiinflamatorias y se ha observado que puede estimular la oxidacion de acidos grasos
en higado y musculo (56). A diferencia de los resultados observados en el estudio con ratas
Zucker, en este estudio no se observaron diferencias en los valores de adiponectina total entre
los grupos alimentados con dieta control o alta en grasa y los grupos alimentados con nopal,

respectivamente (Figura 37B).
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D.4. Fisiologia intestinal

Existen diversos reportes que mencionan que el consumo de una dieta alta en grasa puede
modificar la morfologia y la funcionalidad del epitelio intestinal (86). Adicionalmente se ha
observado que la concentracién y el tipo de fibra dietaria también pueden modificar parametros
de la morfologia vy fisiologia gastrointestinal (118, 119).

Considerando que cada seccion del intestino tiene funciones especificas y que las alteraciones
en la fisiologia gastrointestinal son diferentes en cada una de estas secciones, nuestros

resultados se dividieron acorde con las divisiones intestinales.

D.4.1. Yeyuno: morfologia intestinal

El yeyuno se considera el principal sitio de absorcion, se ha observado que la adicién de fibras
solubles a la dieta puede alterar la morfologia de las vellosidades (120). Es por esto que en las
histologias de yeyuno se midio el largo de las vellosidades para determinar si el consumo de

nopal tenia algun efecto.
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Figura 38. Histologias representativas de secciones de yeyuno y largo de las

vellosidades. Valores promedio * EE. n = 5-8 por grupo, P<0.01.

El nopal no tuvo ningun efecto sobre en largo de las vellosidades en la dieta control, sin
embargo el largo de las vellosidades en la dieta alta en grasa pareciera ser ligeramente menor
que las controles y con la adicién de nopal este se incrementa de manera significativa (Figura
38).

D.4.2. ileon: Permeabilidad intestinal

Diversos estudios han descrito que el consumo de dietas altas en grasa puede alterar la
permeabilidad intestinal, contribuyendo al desarrollo de endotoxemia y metainflamacion
observado en obesidad y en NAFLD (90). Adicionalmente, algunos tipos de fibras dietarias y
prebiéticos mejoran las alteraciones en la permeabilidad intestinal (84), por lo que decidimos
evaluar si el consumo de nopal tenia un efecto. Nuestros resultados muestran que la
permeabilidad intestinal tanto trans como paracelular en el ileon, (Figura 39) no se alterd por el

consumo de dietas altas en grasa y tampoco se observé un efecto por el consumo de nopal.
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Figura 39. Evaluacion de la permeabilidad intestinal en secciones de ileon. A) Medicion del
flujo de HRP como indicador de la permeabilidad transcelular, B) Medicién del flujo de FD4

como indicador de la permeabilidad paracelular. Valores promedio + EE. n=5-14 por grupo.

D.4.3. Ciego
El ciego tiene una gran importancia metabdlica ya que contiene la mayor concentracién de
bacterias intestinales, actividad metabdlica y fermentacion intestinal. Por esto, algunos autores

se han referido a el como un bioreactor (121).
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Figura 40. Peso del tejido y contenido del ciego. A) Peso relativo del ciego B) Peso del

contenido del ciego. Valores promedio + EE. n=5-14 por grupo. ***P<0.0001.

Las ratas alimentadas con nopal presentaron un incremento tanto en el peso del tejido del ciego
como del contenido intestinal en comparacion con las ratas control (Figura 40). Sin embargo,
este incremento solo fue solo significativo en las dietas altas en grasa. De manera interesante,

al realizar el analisis de correlaciéon entre las variables medidas encontramos una fuerte
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correlacion negativa tanto entre el peso relativo del ciego y el porcentaje de adiposidad

(P<0.01), como entre el peso del contenido del ciego y la adiposidad (P<0.0001).
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Figura 41. Correlacién entre el peso del ciego y la adiposidad. A) Relacion entre el peso
relativo del ciego y la adiposidad B) Relacion entre el peso del contenido del ciego y la

adiposidad.

Considerando la asociacion entre inflamacion intestinal y el desarrollo de obesidad se midi6 la
actividad de la MPO en el ciego, como marcador de la infiltracion por neutréfilos. En las dietas
control, no se observo efecto del consumo de nopal; sin embargo, en la dieta alta en grasa, las
ratas HF-N mostraron valores de actividad significativamente menores que las ratas HF (Figura
42A). Adicionalmente se midieron las ERO, debido al papel que juegan en la induccién de las
respuesta inflamatoria. El consumo de nopal tanto en las dietas control como en las dietas altas

en grasa tiende a disminuir los niveles de ERO (Figura 42B).
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Figura 42. Efecto del consumo de nopal sobre marcadores de inflamaciéon y especies
reactivas de oxigeno en el ciego. A) Actividad de la MPO como marcador de inflamacion en

ciego, B) Valores de ERO en ciego. Valores promedio * EE, n=5-16 por grupo. ***P<0.0001.

3.4. Colon

En estudios recientes se ha demostrado que las dietas altas en grasa inducen inflamacién en
diversas partes del colon y esta correlaciona con la inflamacion sistémica (122). La actividad de
la MPO como marcador de inflamacién no presento diferencias entre las dietas (Figura 43A). En
cuanto a los niveles de ERO, no se observa un efecto claro de la dieta alta en grasa pero si se
observa un efecto del consumo de nopal. En la dieta alta en grasa la adicion de nopal produjo
una disminucion significativa en las ERO (P<0.05). En las dietas control se observa un

tendencia similar aunque no alcanzé significancia.
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Figura 43. Efecto del consumo de nopal sobre marcadores de inflamaciéon y especies
reactivas de oxigeno en el colon. A) Actividad de la MPO como marcador de inflamacion en

colon, B) Valores de ERO en el colon. Valores promedio + EE. n=5-16 por grupo, *P<0.05.
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DISCUSION

La esteatosis hepatica no alcohdlica, es actualmente la enfermedad hepatica crénica mas
comun en el mundo occidental (123). Esta enfermedad comprende desde el punto de vista
histopatolégico un espectro que varia entre el simple depdsito de grasa en el higado
(esteatosis) hasta la esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis (51). Estudios epidemiolégicos han
demostrado que la presencia de obesidad y sindrome metabdlico son un factor de riesgo
importante para el desarrollo de la esteatosis e incluso algunos autores sugieren que la
esteatosis hepatica es el componente hepatico del sindrome metabdlico (124).

Dado que actualmente no existen tratamientos farmacoldgicos especificos para el tratamiento y
evolucién de la esteatosis hepatica no alcohdlica, se ha definido como la mejor estrategia los
cambios en el estilo de vida, tales como actividad fisica y disminuciéon de peso entre otras. Es
importante mencionar que la dificultad para lograr estos cambios ha hecho necesaria la
busqueda de estrategias dietarias. Diversos autores han demostrado una mejora en parametros
de la esteatosis hepatica con el uso de diferentes fuentes de proteina, extractos de té verde y
betaina entre otros; sin embargo, estos alimentos no siempre son disponibles o de facil acceso

a una poblacion.

El nopal ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional para el control de algunas
enfermedades como la diabetes; sin embargo, aun no se ha demostrado de manera cientifica la
eficacia, ni los mecanismos de accion de esta cactacea, probablemente porque México es el
unico pais que lo utiliza para consumo humano. El nopal es un alimento de facil acceso para
toda la poblacion y es parte de la cocina mexicana. Estudios recientes en el Departamento de
Fisiologia de la Nutricion, han demostrado que el consumo de nopal puede disminuir
significativamente los picos postprandiales de glucosa e insulina, las concentraciones del
péptido gastrointestinal GIP y aumentar la actividad antioxidante en pacientes con diabetes tipo
2 (21).

El presente trabajo describe algunos de los efectos del consumo de nopal, como alimento
tradicional, tratando de abordar los posibles mecanismos de accion a nivel molecular y su
potencial para ser utilizado como parte de estrategias dietarias para controlar algunas
enfermedades relacionadas con la nutricion.

Dado que no se puede disponer tan facilmente de muestras de tejidos, como higado y tejido
adiposo, de pacientes con afecciones metabdlicas, los modelos animales de obesidad o

diabetes, son de gran utilidad para estudiar el mecanismo de accion del nopal a largo plazo.
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En el presente trabajo se utilizé un modelo genético de obesidad la rata Zucker (fa/fa) con el
objeto de estudiar si el consumo a largo plazo podia mejorar la hiperinsulinemia. Los primeros
hallazgos revelaron que el consumo de nopal disminuye la hiperinsulinemia, sin embargo de
manera interesante, se encontré que su consumo tiene un efecto adicional tanto en la
disminucion del peso del higado como en la acumulacion de lipidos en higado y los marcadores
de dafo hepatico. De esta manera, se procedié a estudiar el o los posibles mecanismos de

accion por el cual el nopal mejora la esteatosis hepatica.

Una de las primeras vias de estudio fue determinar el mecanismo por el cual se encontraba una
disminucion en el contenido de triglicéridos hepaticos en los grupos alimentados con nopal.
Para esto, se evalud la expresién del ARN mensajero y la abundancia de proteina de diferentes
proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos. Esto es, debido a que en términos
cinéticos la acumulacion de lipidos en higado responde a un desequilibrio entre la captacion, la
sintesis, la salida y la oxidacion de los acidos grasos (65). De hecho, en diversos modelos
animales de esteatosis hepatica, se ha descrito que este desequilibrio es el resultado de

alteraciones en la regulacion de alguna de estas vias.

En cuanto a la captura de acidos grasos, se ha descrito que las ratas Zucker obesas tienen
incrementada la expresion del transportador CD36, uno de los transportadores que internaliza
los acidos grasos al interior del hepatocito (102). Por lo anterior podria pensarse que una mayor
captura de acidos grasos contribuye a la acumulaciéon de triglicéridos en higado.
Adicionalmente, se ha documentado que en obesidad y resistencia a la insulina la liberacion de
acidos grasos provenientes del tejido adiposo (lipdlisis) se encuentra desregulada, provocando
un mayor flujo de acidos grasos hacia el higado, que muchas veces no se suprime en el estado
postprandial. Los resultados de nuestro estudio muestran que el consumo de nopal no modifico
los niveles de acidos grasos en suero, ni la expresion de este transportador, sugiriendo que no

hay una modificacion en el flujo de acidos grasos o en la captura de los mismos por el higado.

La segunda via que se analizé fue la lipogénesis. Aunque de manera general la acumulaciéon de
lipidos en higado resulta principalmente de los acidos grasos provenientes de la lipolisis,
algunos estudios han demostrado que el incremento en la lipogénesis también puede contribuir
a esta acumulacion (53, 125). En las ratas alimentadas con nopal, a pesar de que la expresion
de los genes involucrados en lipogénesis esta incrementada en el postprandio, la fosforilacién

de ACC, la forma inactiva de esta proteina, también lo esta. Tomando en cuenta lo anterior, y
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aunado a que la cantidad de proteina de FAS no mostré cambios significativos, es posible

sugerir que el consumo de nopal no tiene un efecto claro en la regulacion de la lipogénesis.

La tercera via analizada fue la exportacién de triglicéridos del higado, que ocurre principalmente
a través de la secrecion de VLDLs. En algunos modelos de esteatosis hepatica, comiunmente se
observa hipertrigliceridemia, debido a que la exportacion de triglicéridos del higado es
insuficiente, resultando en la acumulacién de lipidos (46). Adicionalmente, se han descrito
alteraciones en la formaciéon de VLDLs, como consecuencia de un incremento en la
degradacién de ApoB o bien por una desregulacién de las enzimas que empaquetan a los
triglicéridos en las VLDLs (67). Tal es el caso de la MTTP, la proteina responsable del
empaquetamiento de triglicéridos a VLDLs. Los resultados del presente trabajo, muestran un
incremento en la expresién tanto génica, como de la proteina total de MTTP, y una mayor
expresion génica de PLTP, la proteina que transfiere los fosfolipidos a las VLDL nacientes.
Estos hallazgos sugieren que el empaquetamiento de VLDLs en el grupo alimentado con nopal
se encuentra aumentado en ayuno. El analisis de lipoproteinas en suero, reveld que las
particulas ricas en triglicéridos, VLDLs, también estaban incrementadas en el grupo alimentado
con nopal, lo cual posiblemente implica que el consumo de nopal no soélo aumentd el
empaquetamiento, si no también la secrecion de estas particulas. En conjunto estos resultados
indican que el aumento en las VLDLs, podria estar asociado a la menor acumulacion de lipidos

en el higado de estas ratas.

Finalmente, la cuarta via analizada fue la oxidacién de acidos grasos. Aunque en esteatosis
hepatica comunmente se observa una mayor entrada de acidos grasos, se ha descrito que la
oxidacién esta disminuida por defectos en la activacion de PPARa o por la disfuncion
mitocondrial (45, 47). Uno de los factores clave en la regulacion de la oxidacion es el factor de
transcripcion PPARa. Adicionalmente, la oxidacion mitocondrial esta regulada por CPT1 y a
nivel de actividad, por la concentracion de malonil CoA, el producto de la ACC. En el presente
trabajo se observd, en la ratas alimentadas con nopal, un incremento en la expresion del
mensajero de PPARa y su genes blanco CPT1 y ACOX, esta ultima, una proteina que esta
involucrada en la oxidacion peroxisomal. Estos resultados podrian sugerir un aumento en la
oxidacién mitocondrial y peroxisomal regulada por PPARa, en el grupo alimentado con nopal.
Adicionalmente, la tendencia observada en la fosforilacion de ACC apoya esta via. De esta

manera, aunque las ratas alimentadas con nopal presentan una mayor expresién de SREBP-1,
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en postprandio, se podria sugerir que probablemente la oxidacién es mayor que la lipogénesis y
por eso se presenta una disminucién en el acumulo de lipidos en el higado.

En cuanto a los cuerpos cetdnicos, si bien no observamos diferencias en la concentracion de (3-
hidroxibutirato entre las dietas, esto no necesariamente indica que no hay mayor oxidacién. Una
posible explicacion es que los cuerpos ceténicos se producen posterior a una saturacion del
ciclo de Krebs, en donde el producto de la beta oxidacion (acetil CoA) no puede entrar a este
ciclo desviandose hacia la produccion de cuerpos cetonicos (126). Sin embargo, si el ciclo de
Krebs no se satura, la acetil CoA producida en la beta oxidacién, podra entrar para producir

ATP y CO,, sinincrementarse la produccion de cuerpos cetonicos.

En resumen, en cuanto al metabolismo de lipidos, el consumo de nopal parece no modificar ni
la captura, ni la sintesis de acidos grasos en el higado. En contraste, pareciera que tanto la
exportacion de los acidos grasos a través de las particulas ricas en triglicéridos (VLDL), como la
oxidacién de los mismos, esta incrementada. Esto podria resultar en una mayor eliminacién de
acidos grasos, explicando asi la menor acumulacion de triglicéridos en los higados de las ratas
alimentadas con nopal.

Algunas de las posibles explicaciones por las cuales el consumo de nopal modifica el

metabolismo de lipidos podrian incluir los siguientes mecanismos:

- La adiponectina. Esta hormona antiinflamatoria es secretada por el tejido adiposo y puede
activar la oxidacion de acidos grasos en musculo e higado. Se sabe que las concentraciones de
adiponectina correlacionan inversamente con la cantidad de tejido adiposo y estan disminuidas
en obesidad, diabetes tipo 2 y esteatosis hepatica (55, 58).

Los resultados mostraron un aumento en la expresion del mensajero de PPARa y sus genes
blanco CPT-1 y AOX . En paralelo, se observé que las concentraciones de adiponectina en las
ratas alimentadas con nopal en suero incrementaron significativamente. En conjunto, estos
resultados podrian sugerir una asociacion en donde es posible que la activacion de la via
oxidativa a través de PPARa, sea consecuencia del incremento en los valores de adiponectina.
De hecho en diversos estudios en modelos animales se ha observado que tanto la
administracion de adiponectina como la sobreexpresion de su receptor, AdipoR2 en higado, es

capaz de mejorar la esteatosis hepatica y su evolucion (54, 59).

- Insulina y sefializacion de insulina: La presencia de NAFLD esta asociada fuertemente tanto a

la resistencia a la insulina periférica como hepatica. Aunque aun se desconoce si la resistencia
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a la insulina es una causa o consecuencia de la esteatosis, en intervenciones para mejorar la
resistencia a la insulina comunmente se ha observado un mejora en la acumulacién de lipidos
en higado (51).

En las ratas Zucker alimentadas con nopal no se observdé una mejora en las curvas de
tolerancia a la glucosa o en el indice HOMA-IR en comparacién con las control. Lo anterior
sugiere que no hubo una mejora en la resistencia periférica a la insulina. Sin embargo, estas
ratas presentaron menor hiperinsulinemia postprandial que el grupo control y no hubo
diferencias en los niveles de glucosa postprandiales. De esta manera, es posible sugerir, que
aunque las dietas contienen la misma cantidad de carbohidratos disponibles, posiblemente el
nopal o el tipo de fibra dietaria que contiene, modifique los procesos de absorcion intestinal de
glucosa, de tal manera que esto resulte en una menor estimulacion de la secrecion de insulina.
Por otro lado, una explicacion interesante por la cual los menores valores de insulina podrian
contribuir a la menor acumulacién de lipidos en higado es a través de Foxa2. Se ha descrito
que aun en la resistencia a la insulina, Foxa2, un factor que estimula la oxidacion de acidos
grasos y es inactivado por insulina, permanece sensible a los efectos de esta hormona. En
esteatosis hepatica esto posiblemente contribuye a la acumulacién de triglicéridos en higado
(50). Por los hechos anteriores, es posible especular que la disminucidén en los valores de
insulina en ayuno podria estar asociada al incremento en la oxidacion.

Adicionalmente, las modificaciones en los valores de insulina nos llevaron a examinar algunas
de las proteinas involucradas en la sefalizacion de insulina en higado. Esto, con el objetivo
determinar si aunado a la mejora en los valores de insulina en suero se observaban también
mejoras en la sefalizacién hepatica de insulina.

Los analisis por Western blot mostraron una mayor activacion (fosforilacién) de IRS y Akt, en
higado en postprandio en el grupo alimentado con nopal. Estas dos proteinas son clave en la
cascada de sefializacion de insulina, y se ha descrito que en estados de resistencia a la insulina
la fosforilacion de estas proteinas en residuos de tirosina se encuentra disminuida (47, 127,
128). De esta manera, a pesar de no haber cambios en la resistencia periférica a la insulina,
seria valido sugerir que el nopal mejora la sefializacion de insulina en higado mediada por IRS y
Akt. Resultados similares se han obtenido en humanos en donde paralelamente a la
disminucion de lipidos en higado se observa una disminucién en la resistencia hepatica a la

insulina, sin observarse cambios en la resistencia periférica (50, 129).

- Estrés oxidante: Se ha descrito que el nopal contiene polifenoles, tales como quercetina,

kaempferol e isorhamnetina, que en diversos estudios han mostrado tener actividad
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antioxidante (3). Por otro lado multiples estudios han descrito que el estrés oxidante contribuye
de manera importante a la evolucién de NAFLD (130). Las ERO producidas tanto por la
oxidacién mitocondrial como por las vias alternas de oxidacion (peroxisomal y microsomal),
contribuyen al desequilibrio en el estatus antioxidante. Adicionalmente, las ERO junto con la
acumulacion de triglicéridos en higado pueden resultar en peroxidacion lipidica, la cual a su vez
contribuye al dafio de las membranas mitocondriales incrementando entonces, la disfuncion
mitocondrial (60). Considerando lo anterior, se realizdé la medicion de diferentes marcadores
para evaluar el estatus antioxidante, tanto en higado como en suero (Los resultados se
encuentran en el Anexo I). Los resultados mostraron valores mas bajos de ERO en el higado de
las ratas alimentadas con nopal en ayuno. Consecuentemente los niveles de MDA, un marcador
de peroxidacion lipidica, se encontraron disminuidos (Figura 1, Anexo 1). De esta manera, es
posible sugerir que el consumo de nopal mejorar el estatus antioxidante en el higado de la rata
Zucker.

El estrés oxidante responde a un desequilibrio redox entre las especies reactivas y las defensas
antioxidantes, que puede producir dafio celular por un exceso de moléculas pro-oxidantes (131).
La disminucion de las especies reactivas puede llevarse a cabo a través de dos mecanismos;
por un incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes o por la presencia de
compuestos bioactivos que atrapen directamente a estas ERO.

Con el fin de determinar la causa de la disminucion en las ERO en los grupos alimentados con
nopal, se midio la expresién y actividad de las enzimas antioxidantes en higado. En general, la
expresion y actividad de la enzimas antioxidantes no se modificé en los grupos alimentados con
nopal (Tabla 1, Anexo 1), sugiriendo que el consumo de nopal no modifica la expresién y/o
actividad de estas enzimas.

En la literatura se ha reportado que extractos de nopal son capaces de atrapar las ERO y asi
prevenir el dafio celular mediado por radicales libres (132). Tomando en cuenta lo anterior, se
podria especular que la atenuacién en el estrés oxidante, en las ratas alimentadas con nopal, es
consecuencia de una interaccién directa entre las moléculas antioxidantes, presentes en el
nopal, y las ERO; sin embargo, aun se requieren mas estudios. De hecho diversas
intervenciones dietarias, en modelos animales, han encontrado una mejora en el desarrollo de
NAFLD con la administracion de compuestos antioxidantes tales como resveratrol (33), tocoferol
(133), y polifenoles del té verde (75). Estos estudios, atribuyen esta mejora a la disminucién en
el estrés oxidante ya sea por atrapamiento directo o por modulaciéon de las defensas

antioxidantes.
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Por otro lado se ha descrito que el estrés oxidante juega un papel importante en la regulacion
de la secrecion de VLDLs. La peroxidacion lipidica induce la protedlisis de la ApoB 100, y el
estrés oxidativo disminuye la expresién del mensajero de la MTTP, resultando en la inhibicién
de la secrecion de las VLDLs (61). Nuestros resultados muestran un incremento significativo en
la expresion de la MTTP y en la cantidad de VLDLs en suero en ayuno, lo que podria estar
asociado a la mejora en el estrés oxidante.

En cuanto al estrés oxidante en suero, se midié la capacidad antioxidante y los valores del
marcador de peroxidacion lipidica, MDA. Se ha descrito, que la peroxidacién lipidica tiene un
papel importante en el desarrollo de aterosclerosis (134). Los resultados muestran que a pesar
de que no hay diferencias en la capacidad antioxidante en suero, las ratas alimentadas con
nopal presentaron valores significativamente menores de MDA en suero (Tabla 1, Anexo I). De
esta manera, aunque el incremento en la cantidad de VLDLs en suero podria parecer ser un
hallazgo preocupante, la disminucién de los valores de MDA en suero podrian sugerir que esta
acumulacion no es del todo patolégica. Aunado esto, la disminucién observada en los valores
de colesterol total en suero y de las diferentes subclases de LDLs, en las ratas alimentadas con

nopal, apoyan esta hipétesis.

Los hallazgos en el estrés oxidante podrian apuntar hacia los componentes antioxidantes en el
nopal, como parcialmente responsables de la disminucion en la esteatosis hepatica. Sin
embargo, es importante mencionar que otros componentes bioactivos del nopal, tales como la
fibra dietaria, podrian también estar involucrados. En la literatura se ha descrito que la adicién
de fibra dietaria puede por un lado modificar la absorcion de lipidos a nivel intestinal, efecto que
es dependiente del tipo de fibra (135) y por otro mejorar la acumulacion de lipidos en higado
(136).

A pesar de que la dieta control y la dieta con nopal contienen el mismo porcentaje de fibra, el
incremento en los valores de triglicéridos, en el grupo alimentado con nopal a las 2 horas de
alimentacion, nos llevé a pensar que el tipo de fibra presente en el nopal podria modificar la
cinética de absorcidén de ftriglicéridos y esto podria asociarse con la mejora en esteatosis
hepatica. Para poder evaluar lo anterior, en un nuevo estudio con ratas Zucker se evaluo la
absorcion de lipidos en presencia de nopal o celulosa, como la fuente de fibra de la dieta
control. Este estudio se realizé tanto en ratas sin ningun tratamiento previo, como en ratas
alimentadas durante 7 semanas con nopal, para mimetizar nuestro primer estudio.

El estudio agudo mostré que la presencia de fibra, tanto la celulosa como la proveniente del

nopal, parecieran disminuir la absorcioén intestinal del bolo de lipidos, sin embargo el efecto de
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la celulosa no es diferente del nopal. En el estudio cronico, en la curva de absorcion de lipidos,
no hubo diferencias entre el nopal y la celulosa, y por el contrario a las 5 horas, la
concentraciones de triglicéridos en suero parecieran mayores con el bolo de nopal. Este
hallazgo indica que la absorcién de lipidos no es diferente en las ratas alimentadas con nopal,
por lo que posiblemente este no sea uno de los mecanismos.

Es importante mencionar que la modificacion en la absorcion de lipidos, no es el Unico
mecanismo por el cual la fibra dietaria puede actuar. La adicién de diferentes fuentes de fibra
puede, a través de fermentacion por la microbiota, producir acidos grasos de cadena corta que
son metabdlicamente activos. Por otro lado, algunos estudios en modelos animales han descrito
que la adicion de fibra soluble puede modificar la fisiologia intestinal y esto se ha asociado a la
mejora en esteatosis hepatica (84).

Para determinar si el consumo de nopal tenia un efecto sobre la fisiologia intestinal se planted
un nuevo estudio. El objetivo de este estudio fue utilizar un modelo mas fisiolégico de obesidad,
en donde adicionalmente se han reportado alteraciones en la fisiologia intestinal que
correlacionan con el grado de adiposidad (85).

Los resultados de este estudio muestran, de manera muy interesante, que a pesar de no haber
diferencias en el peso corporal, la ratas alimentadas con una dieta alta en grasa + nopal (HF-N)
desarrollaron significativamente menos adiposidad que las ratas alimentadas unicamente con
una dieta alta en grasa (HF). En cuanto a los parametros bioquimicos en suero, ningun grupo
presentd valores fuera de rango, lo que nos llevo a pensar que la longitud del estudio no fue
suficiente para presentar alteraciones metabdlicas de esta naturaleza.

Considerando los cambios observados en adiposidad se midieron algunas adipocinas que se
han visto modificados por la presencia de obesidad (56). La leptina, una adipocina que esta
involucrada en la regulacion de la ingesta de alimento, es una de ellas. Se ha reportado que las
concentraciones de leptina correlacionan positivamente con la masa de tejido adiposo. En
sujetos obesos, a pesar de los altos valores de leptina, no se tiene el efecto anorexigénico
esperado, por lo que se ha propuesto la presencia de resistencia a la leptina. Adicionalmente se
ha descrito que la leptina estimula la produccion de ERO vy la secrecion citocinas
proinflamatorias tales como TNFa e IFNy, por lo que también se considera una hormona
proinflamatoria (56). Acorde con las diferencias en adiposidad, las ratas HF-N presentaron
valores significativamente menores de leptina que las ratas unicamente con dieta alta en grasa.
Los valores anteriores, de acuerdo con la literatura, correlacionaron positivamente con el

porcentaje de adiposidad.
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La obesidad se ha asociado a una inflamacién crénica de bajo grado (metainflamacién). En
donde el tejido adiposo mediante la acumulacion de macrofagos, mantiene activa esta
inflamacién (32). Se ha descrito que en obesidad el area media de los adipocitos correlaciona
con el grado de inflamacién (117). Por lo tanto, se midié el area media de los adipocitos del
tejido adiposo mesentérico y subcutaneo. Aunque no se encontraron diferencias en el area
media de los adipocitos mesentéricos, el area media de los adipocitos subcutaneos fue menor
en las ratas HF-N, en comparacién con las HF. Los resultados anteriores nos sugieren que seria
importante medir marcadores de inflamacién en el tejido adiposo subcutaneo, con el fin de
determinar si en efecto el consumo de nopal atenua los procesos inflamatorios en este tejido.
Adicionalmente, el cumulo de resultados nos abren una nueva linea, en donde seria muy
interesante ahondar en procesos metabdlicos en el tejido adiposo, tales como lipolisis y
lipogénesis.

Recientemente se ha sugerido que la metainflamacion caracteristica de la obesidad, puede
estar relacionada con un disfuncionalidad del epitelio intestinal (88). Algunos autores sugieren
que la alteracion de la microbiota, conocida como disbiosis, estimula la activacién del sistema
inmune, produciendo asi procesos inflamatorios tanto en intestino como a nivel sistémico (90,
137). Otros sugieren, que aunado a esto, alteraciones en la permeabilidad intestinal, inducidas
por dietas altas en grasa, pueden desregular el paso de componentes bacterianos, tales como
lipopolisacaridos, en un fendmeno llamado endotoxemia metabdlica, que a su vez activaran la
respuesta inflamatoria tanto a nivel de tejido adiposo como sistémica (81). Aunque la evidencia
no es concluyente, algunos estudios muestran que la seccion intestinal con mayor alteracion es
el ileon. Los resultados en el modelo de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa muestran
gue no existe ninguna modificacion en la permeabilidad tanto trans como paracelular en el ileon
entre las ratas con dieta control o dieta alta en grasa o con la presencia de nopal. Sin embargo,
esto no necesariamente refleja que no existen cambios en el resto de las secciones intestinales.
Lo cual nos sugiere que aun es necesario medir la permeabilidad intestinal en las diferentes
parte del intestino delgado y el colon.

Estudios en modelos animales de colitis e inflamacion intestinal han observado una asociacion
positiva entre la disfuncion del tejido adiposo y la inflamacién intestinal (138). En el estudio de
ratas alimentadas con dieta alta en grasa, se midieron tanto marcadores de inflamacién como la
presencia de ERO, ya es estas ultimas también inducen inflamacion. De manera interesante, el
ciego de las ratas HF-N presenté menor actividad de la mieloperoxidasa (marcador de
inflamacién) en comparacion con las ratas HF. Aunque no se observo la misma tendencia en

colon, tanto en ciego como en colon se observaron menores valores de ERO en el grupo HF-N
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en comparacion con el HF. Aunque aun faltan mas resultados para corroborar, es posible

especular que el nopal tiene un efecto sobre los procesos inflamatorios en el ciego y el colon.

El ciego es conocido como la seccion del intestino en donde se lleva a cabo la mayor
fermentacion por la microbiota intestinal (121). Comunmente se ha usado el peso del ciego
como una medida de la robustez de la fermentacién (139, 140). En nuestros resultados las ratas
HF-N presentaron un peso relativo del ciego, asi como el contenido del mismo
significativamente mayor que las ratas HF. Considerando la naturaleza fermentable de la fibra
dietaria presente en el nopal, esto podria traducirse en una mayor fermentacion. Se ha descrito
que dependiendo del tipo de fibra los patrones de fermentacidon se modifican (92), dando como
resultado cambios en la proporcion de acidos grasos de cadena corta. Por otro lado, el analisis
de correlacion entre las variables medidas, arrojé que tanto en peso relativo del ciego como su
contenido estan significativamente asociados con el porcentaje de adiposidad, en donde a
menor peso del ciego mayor adiposidad. Este hallazgo nos sugiere un posible enlace entre lo
que esta sucediendo en el ciego y el desarrollo de adiposidad. Considerando que en esta
seccion intestinal, es donde esta la mayor concentracion de microbiota y donde ocurre la mayor
fermentacion, es posible especular que la pieza faltante en esta asociacion puede ser el perfil
de acidos grasos de cadena corta o bien el tipo de microbiota intestinal.

Como se mencion6 anteriormente, los acidos grasos de cadena corta tienen actividades
metabdlicas diferentes (141, 142). De esta manera, el siguiente paso es analizar los acidos
grasos de cadena corta en el contenido del ciego y en el suero de las ratas, asi como evaluar el
tipo de microbiota que esta presente en los diferentes grupos. Aunque aun se desconocen
muchos aspectos relacionados con la microbiota intestinal, Neyrinck y colaboradores
demostraron una asociacion significativa entre la cantidad de Roseburia spp. y el porcentaje de
tejido adiposo subcutaneo (96). En este mismo estudio, se observé que la cantidad de estas
bacterias también correlacionaba inversamente con el contenido de triglicéridos en higado. En
un estudio adicional Neyrinck y colaboradores demostraron, en ratones alimentados con una
dieta alta en grasa, que la adicion de arabinoxilanos, un tipo de fibra dietaria fermentable,
prevenia la hipertrofia de los adipocitos subcutaneos inducida por la dieta (95). Por lo tanto este
tipo de analisis nos ayudaria a dilucidar si es a través de un cambio en la microbiota o sus
patrones de fermentacion, que el nopal modifica el desarrollo de adiposidad en las ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa.
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Otro de los efectos del nopal sobre la fisiologia intestinal fue en el largo de las vellosidades. En
procesos inflamatorios se ha observado que hay modificaciones en la morfologia intestinal.
Nuestros resultados muestran que aunque el nopal no modifica el largo de las vellosidades
intestinales en ratas alimentadas con dieta control, el grupo HF-N presentdé valores
significativamente mayores en el largo de las vellosidades intestinales en secciones de yeyuno

en comparacion con el grupo HF.

Los resultados del presente trabajo muestran que el consumo de nopal tiene efectos
importantes sobre la fisiologia en modelos animales de obesidad y en las anormalidades
derivadas de las misma. Considerando los graves problemas de obesidad en México, estos
hallazgos son muy relevantes y sustentan la necesidad de mas estudios tanto para dilucidar los

mecanismos como para evaluar el efecto en humanos.
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Figura 44. Efecto del consumo de nopal en la esteatosis hepatica e un modelo de
obesidad, la rata Zucker (fa/fa). Los mecanismos por lo cuales el nopal mejora la esteatosis
hepatica son: 1) a través del aumento en adiponectina, posiblemente ligado al aumento en la
oxidacién 2) la reduccién en el estrés oxidante y 3) la disminucién en los valores de insulina.
Aunque se requieren mas estudios el la funcionalidad intestinal y la microbiota podrian ser un
cuarto mecanismo. AGL; Acidos grasos libres, ERO; especies reactivas de oxigenos, MDA;

malondialdehido, QM; quilomicrones.
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CONCLUSIONES

El consumo de nopal en un modelo de obesidad, la rata Zucker (fa/fa) atenua el desarrollo de
esteatosis hepatica, disminuye el estrés oxidante y mejora la sefalizacion hepatica de insulina,
contribuyendo a una disminucion en el dafio hepatico. Paralelamente disminuye los valores de

colesterol total y particulas LDL en suero e incrementa los valores de adiponectina.

La disminucion en la acumulacion de triglicéridos en higado responde a una mayor oxidacion de

acidos grasos mediada por PPARa y a una mayor exportacion de triglicéridos a través de las

particulas VLDLs. Aunque aun desconocemos el mecanismo especifico por el cual el nopal
modifica estas vias del metabolismo de lipidos en higado, los resultados sugieren que:
- no es mediado por una modificacion en la absorcién de lipidos a nivel intestinal

- esta asociado al incremento observado en los valores de adiponectina, la mejora en los

niveles de insulina, la sefializacion de insulina y la atenuacién del estrés oxidante en

higado.

El estudio realizado en ratas Sprague-Dawley sugiere que el consumo de nopal también tiene
un efecto sobre el desarrollo de adiposidad en un modelo inducido a obesidad por dieta alta en
grasa, que posiblemente esta asociado a cambios en la fisiologia intestinal. Sin embargo, aun

se requieren mas estudios.

En cuanto a los componentes bioactivos del nopal es importante resaltar que nuestros
resultados de acuerdo con la literatura apuntan a que el contenido de fibra dietaria y
posiblemente los polifenoles presentes en el nopal son los responsables de los efectos

observados.

Aunque aun se requieren mas estudios mecanisticos y en humanos, en conjunto estos
resultados aportan evidencia de que el nopal puede ser potencialmente usado como alimento
funcional para ayudar a la prevencion de enfermedades derivadas de la obesidad, la cual es un

grave problema de salud en México.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en nuestro grupo abren un gran campo de estudio en el entendimiento
de los efectos del consumo de nopal sobre la fisiologia de la obesidad. Especificamente sobre
el desarrollo de esteatosis hepatica y su potencial uso para ayudar al tratamiento y prevencion

de las anormalidades derivadas de la obesidad.

Aunque el efecto del nopal es claro en el modelo genético de obesidad, la rata Zucker (fa/fa)
presenta anormalidades en la sefializacion de la leptina. Esta hormona contribuye al desarrollo
de NAFLD, por lo que seria importante evaluar el efecto del nopal en un modelo de esteatosis
hepatica inducido por dieta.

En el presente trabajo se proponen algunos mecanismos; sin embargo, la realizacién de
estudios in vitro con los polifenoles del nopal nos ayudarian a evaluar si en efecto, estos son

parcialmente responsables de la disminucién observada en el estrés oxidante.

Por otro lado para poder dilucidar el papel del consumo de nopal en el desarrollo de adiposidad,
en las ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa, el siguiente paso es
evaluar el tipo de microbiota presente en el contenido cecal de las ratas. Tomando en cuenta el
papel metabdlico de los acidos grasos de cadena corta producidos a partir de la fermentacion
de polisacaridos, seria relevante medir como el consumo de nopal modifica la proporcidén de
estos en el intestino y en el suero.

Otros de los aspectos relevantes, considerando la asociacion entre la inflamacion intestinal y la
metainflamacion, seria medir la expresion de citocinas proinflamatorias tanto en las diferentes

secciones intestinales como en los diferentes compartimentos del tejido adiposo.

Finamente estudios de nuestro grupo, demostraron que el uso de un portafolio dietario que
entre otros componentes, contiene nopal es capaz de mejorar la tolerancia a la glucosa (22).
Por lo tanto seria de gran interés realizar intervenciones dietarias en humanos con sindrome
metabdlico y/o esteatosis hepatica con el objetivo de evaluar si a nivel cronico, tanto con el
nopal deshidratado utilizado en este estudio como el nopal fresco son capaces de modular las

alteraciones caracteristicas de la enfermedad.
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ANEXO |

1. Efecto del consumo de nopal sobre parametros de estrés oxidante en el higado de

ratas Zucker (fa/fa) obesas; relacion con la esteatosis hepatica.

Esta seccion de estudio fue realizado en colaboracién con el Laboratorio del Dr. José

Pedraza Chaverri, y los resultados obtenidos por la M en C. Azalia Avila Nava.

Considerando que el estrés oxidante contribuye de manera importante a la evolucion de
NAFLD se midieron tanto las especies reactivas de oxigeno como el marcador de
peroxidacion, lipidica malondialdehido (MDA) en higado. Se observd una disminucion
significativa en las ERO en el grupo alimentado con nopal en ayuno. Consecuentemente
los valores de MDA en el higado de las ratas alimentadas con nopal fueron
significativamente mas bajos que en los grupos control tanto en ayuno como en

postprandio (Figura I).
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Figura I. Marcadores de estrés oxidante en higado. A) Valores de ERO de oxigeno en
higado, B) Valores de MDA en higado. Valores promedio = EE. n = 5. *P<0.05, **P<0.01.

Para dilucidar si la disminucion observada en los parametros de estrés oxidante se debia
a un aumento en las defensas antioxidantes, se midié la expresién del mensajero vy la
actividad de las principales enzimas antioxidantes. Aunque la expresion del superdxido
dismutasa 1 (SOD1) esta incrementada en ayuno en el grupo alimentado con nopal, no se
observaron diferencias en la actividad de las enzimas por lo que se podria concluir que no
hay modificacion en las enzimas antioxidantes por el consumo de nopal (Tabla I).

Para evaluar si la disminucion en el estrés oxidante se extendia hacia la circulacion se

midié la actividad antioxidante y la concentracion de MDA en suero. Aunque no se



observaron diferencias en la capacidad antioxidante en suero, tanto en ayuno como en
postprandio los grupos alimentados con nopal presentaron valores significativamente mas

bajos de MDA, en comparacion con el control.



Tabla I. Marcadores de estatus antioxidante en higado y suero de las ratas Zucker (fa/fa) obesas alimentadas con dieta

control o dieta control + nopal.

Ayuno Postprandio Valor de P P interaccion?
Control Nopal Control Nopal D EF D x EF
Higado
Cat, expresion relativa 1.1+0.07° 1.6 +0.04° 1.0 + 0.04° 0.7 £0.06° NS < 0.001 < 0.001
Gr, expresion relativa 1.0£0.05 1.3+0.05 0.5+0.05 0.6 £0.05 NS < 0.0001 NS
Gpx, expresion relativa 1.1 +£0.07 1.3+£0.05 0.6 £0.03 1.8+0.8 NS NS NS
Sod-1 (Cu/Zn), expresion relativa 1.4+04°> 3.9+0.30° 1.1+ 0.06° 1.6+0.3° <0.01 <0.01 < 0.01
Sod-2 (Mn), expresion relativa 1.0+ 0.03 1.0+ 0.11 0.8+0.04 0.8+£0.2 NS NS NS
Actividad de CAT, U/mg de proteina 0.3+0.02 0.20+0.02 0.2+0.02 0.2+0.02 <0.01 NS NS
Actividad de GR, U/mg de proteina 0.04 £+0.01 0.04 £+0.003 0.05+0.004 0.04+0.002 NS NS NS
Actividad de GPX, U/mg de proteina 0.2+0.02% 0.22+0.02° 0.2 +0.01% 0.2 +0.01® NS NS <0.05
Actividad total de SOD, U/mg de 0.2+002 0.2+0.01 03£0.02 02£002  <0.05 NS NS
proteina
Suero
Capacidad antioxidante en suero,
atrapamiento de DPPH, % 29.1+3.3 324+1.0 2912 3342 NS NS NS
MDA en suero, umol/L 4.0+0.3 277 +0.6 5.01 £ 0.06 269+0.3 <0.05 NS NS

'Valores promedio + EE, n=5-6. Promedios en una linea con letras diferentes son diferentes estadisticamente.
D; Dieta, EF; estado fisiologico,; NS, no significativo.
?| as diferencias se basan en una ANOVA de dos vias en donde se utilizd la prueba post hoc de Bonferroni.
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Abstract

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with multiple factors such as obesity, insulin resistance, and
oxidative stress. Nopal, a cactus plant widely consumed in the Mexican diet, is considered a functional food because of its
antioxidant activity and ability to improve biomarkers of metabolic syndrome. The aim of this study was to assess the
effect of nopal consumption on the development of hepatic steatosis and hepatic oxidative stress and on the regulation of
genes involved in hepatic lipid metabolism. Obese Zucker (fa/fa) rats were fed a control diet or a diet containing 4% nopal
for 7 wk. Rats fed the nopal-containing diet had ~50% lower hepatic TG than the control group as well as a reduction in
hepatomegaly and biomarkers of hepatocyte injury such as alanine and aspartate aminotransferases. Attenuation of
hepatic steatosis by nopal consumption was accompanied by a higher serum concentration of adiponectin and a greater
abundance of mMRNA for genes involved in lipid oxidation and lipid export and production of carnitine palmitoyltransferase-
1 and microsomal TG transfer proteins in liver. Hepatic reactive oxygen species and lipid peroxidation biomarkers were
significantly lower in rats fed nopal compared with the control rats. Furthermore, rats fed the nopal diet had a lower
postprandial serum insulin concentration and a greater liver phosphorylated protein kinase B (pAKT):AKT ratio in the
postprandial state. This study suggests that nopal consumption attenuates hepatic steatosis by i\ncreasing fatty acid
oxidation and VLDL synthesis, decreasing oxidative stress, and improving liver insulin signaling in obese Zucker (fa/fa)
rats. J. Nutr. doi: 10.3945/jn.112.165563.

Introduction
is observed in 25-30% of adults in industrialized countries (1).

NAFLD is the most common type of liver disease and is a term
that describes a spectrum of hepatic abnormalities characterized
primarily by TG accumulation in the liver or hepatic steatosis (1).
Hepatic lipid accumulation results from an imbalance between

The excessive accumulation of fat in the liver in the absence of
alcohol consumption [nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)]
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lipid acquisition (from adipose tissue—derived fatty acids and de
novo lipogenesis) and lipid disposal (lipid oxidation and TG-rich
lipoprotein secretion) (2,3). Several lines of evidence indicate that
hepatic TG accumulation is a causative factor involved in hepatic
insulin resistance and low concentrations of adiponectin, an
antiinflammatory cytokine (4). In hepatic steatosis, the accumu-
lation of lipids in the liver and the presence of reactive oxygen
species (ROS) promote lipid peroxidation, the release of inflam-
matory cytokines, the activation of hepatic stellate cells, and
impaired mitochondrial function. The latter further increases
ROS generation (5), consequently producing oxidative stress,
which in turn could lead to the progression of NAFLD to
nonalcoholic steatohepatitis.

There is currently no successful drug therapy to treat hepatic
steatosis (6)and lifestyle changes are considered to be the best
approach in managing the disease. Several dietary strategies,
including increased consumption of vitamin E, betaine, zinc, and
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soy protein, have been shown to improve hepatic steatosis and
biomarkers of liver injury in animal models and in humans (7,8).
Thus, dietary intervention is considered to be one of the best
strategies in reducing fatty liver disease.

The use of specific functional foods, alone or in combination,
has been tailored in order to ameliorate disease-specific biochem-
ical abnormalities. Recently, we showed that the consumption of a
diet containing nopal reduces serum TG, C-reactive protein, and
glucose intolerance and increases serum adiponectin concentra-
tions in subjects with metabolic syndrome (9). Nopal is a cactus
plant that is widely consumed in the Mexican diet. It has a low
glycemic index and is considered a functional food because of its
high dietary fiber and polyphenol concentration as well as its
antioxidant activity (10-12). However, it is unknown whether the
consumption of nopal can reduce hepatic steatosis. Thus, the
purpose of the present study was to assess the effect of long-term
nopal consumption on the development of hepatic steatosis and
the regulation of genes involved in lipid metabolism, oxidative
stress, and insulin signaling in the liver of Zucker (fa/fa) rats. The
obese Zucker rat is a spontaneous genetic obese model that
exhibits hyperinsulinemia, hepatic steatosis, and increased oxida-
tive stress in the liver (13,14), which can provide evidence of the
possible metabolic consequences of chronic nopal consumption.

Materials and Methods

Diets. Diets were administered in dry form. The control diet was prepared
according to the recommendations of the AIN-93 (15). The experimental
diet, C-4% Nopal, was formulated to provide 4% of dietary fiber from
nopal in place of cellulose. The carbohydrate and protein content of the
dehydrated nopal replaced maltodextrin and casein in the control diet,
respectively (Supplemental Table 1). Nopal cladodes were obtained from
Milpa Alta and were dehydrated at 50°C for 24-36 h. The chemical
composition of dehydrated nopal was measured according to AOAC
methods (16), and results are summarized in Table 1.

Rats. Seven-week-old male obese Zucker (fa/fa) rats (n = 24) were housed
in individual wire-bottomed cages and maintained in a temperature-
controlled room with 12-h light-dark cycles and free access to water. Rats
(n = 12/group) were divided into 2 groups to consume either the control or
nopal diet for 7 wk. Feed intake and body weight were recorded every
other day. To study the long-term effect of the consumption of the nopal
diet as well as the metabolic response to these diets, each group was
divided into 2 subgroups on the last day of the study. Half of the rats in
each group were killed after 9 h of feed deprivation [control feed-deprived
(C-FD) and nopal feed-deprived (N-FD)] and half were refed by allowing
them access to their feed for 2 h [control refed (C-RF) and nopal refed (N-
RF)]. All of the rats were killed by decapitation after being anesthetized
with COy; the liver was rapidly removed and weighed, and a sample was
snap-frozen and stored at —70°C until analysis. Another liver tissue

TABLE 1 Chemical composition of the dehydrated nopal

Component Values
g/100 g
Water 4
Ash 14
Protein 20
Lipids ND'
Soluble fiber 33
Insoluble fiber 6
Carbohydrates 23

"ND, not detected when values were less than the limit of detection. The limit of
detection for this method was 0.38%.
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sample was taken and fixed in formalin for hematoxylin-and-eosin
staining. Serum was obtained by centrifugation of blood at 1500 X g for
10 min and stored at —70°C until further analysis. All of the procedures
were approved by the Animal Committee of the National Institute of
Medical Sciences and Nutrition, Mexico City.

Biochemical variables. Serum insulin and adiponectin were determined
by ELISA kits (Alpco Diagnostics). Serum glucagon was measured by using
the Glucagon RIA kit (Millipore). Serum glucose was measured with the
YSI select 2700 Biochemistry Analyzer (YSI Incorporated). Serum TG,
cholesterol, alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransfer-
ase (AST) were measured by using an enzymatic-photometric assay kit
(Diasys Diagnostics Systems GmbH). The serum FFA concentration was
assayed with a Free Fatty Acids Half Micro test (Roche Applied Science).

The total number of lipoprotein particles and the different subclasses
of VLDL and LDL were measured in the FD groups by using the NMR
method as previously described (17). All of the NMR spectroscopy
measurements were performed at LipoScience, Inc., in freshly thawed
frozen pooled serum samples (5-6 rats/group).

Histologic analysis and liver lipids. Liver sections, 4-um thick, were
stained with hematoxylin and eosin. A morphologic analysis of liver
tissue was performed by using the Leica Qwin image-analyzer system on
a Leica DMLS microscope. Total lipids were extracted as previously
described (18), with modifications (19).

Intestinal lipid absorption. Lipid absorption was measured in a
different group of Zucker rats previously fed a 20% casein diet (15).
After 14 h of feed deprivation, basal blood samples were collected and
followed by an i.p. injection of poloxamer 407 (150 g/L in saline, 1 g/kg
body weight; P-407; Sigma-Aldrich Co.) to inhibit lipoprotein lipase.
One hour later, an i.g. gavage of nopal or cellulose (1ImL of a 40-g/L
solution) was administered followed by a soy oil bolus (1uL/g body
weight). Blood was collected at 1-h intervals until 5 h after gavage.

Determination of lipid peroxidation, ROS, and serum antioxidant
activity. The formation of ROS in liver and malondialdehyde (MDA) in
the liver and serum was estimated according to a previous report (20),
and serum antioxidant activity was measured by the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrilhydracyl) method (21).

Hepatic enzymatic antioxidant activity. Superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX), and glutathione reductase
(GR) activities were measured in liver homogenates by using spectropho-
tometry (22). Activity was expressed as U/mg protein, where U is the amount
of enzyme that catalyzes the conversion of 1 umol of substrate in 1 min.

Quantitative real-time PCR. Total RNA was isolated from tissues by
using guanidine thiocyanate (23). The total amount of RNA was subjected to
reverse transcription prior to PCR amplification. TagMan fluorogenic
probes and oligonucleotide primers for peroxisome proliferator activated
receptor-a  (Ppara); Rn00566193_ml, carnitine palmitoyltransferase-
1 (Cpt-1); Rn00580702_m1, acyl-CoA oxidase1(Aox); Rn00569216_ml,
sterol regulatory element-binding protein-1c (Srebplc); Rn01495769_ml,
acetyl-CoA carboxylase 1 (Accl); Rn00588290_m1, fatty acid synthase
(Fas); Rn00569119_m1, microsomal TG transfer protein (Mzp);
Rn01522970_m1, phospholipid transfer protein (Pltp); Rn01423343_m1,
catalase (Cat); Rn00560930-m1, superoxide dismutase 1 (Sod1);
Rn0566938_m1, superoxide dismutase 2 (Sod2); R1n99999088_g1, gluta-
thione reductase (Gr); Rn00588153_m1, and glutathione peroxidase (Gpx);
Rn00577994_m1 were obtained from Applied Biosystems. TagMan PCR
assays for each target gene were analyzed in triplicate in a 96-well assay plate
with an ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Perkin-Elmer Applied
Biosystems). The relative amounts of mRNA were calculated by using the
AACt method with an efficiency adjustment according to the Pfaffl equation
(24). Actin was used as the invariant control.

Western-blotting analysis. Liver extract was obtained as previously
described (25), and the protein concentration of each extract was determined
by the Bradford assay (Bio-Rad) and stored at —70°C. Protein detection was
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performed by Western blotting, and the primary antibodies used included
anti-CPT1, which was kindly donated by Dr. V. Esser (26), anti-MTTP, anti-
SREBP-1c, anti-AKT and anti-phosphorylated AKT (Ser*”®) (Santa Cruz
Biotechnology), and anti-ACC, anti-phospho-ACC (Ser’®), anti-insulin
receptor substrate (IRS) 1 and anti-phospho-IRS (Tyr’*!) (Millipore). 8-Actin
and y-tubulin (Santa Cruz Biotechnology) were used as loading controls.
Protein bands were quantified by using the NIH software Image J.

Statistical analysis. Values are expressed as means = SEM. Data were
assessed by using the Kolmogorov-Smirnov Z test to examine the
distribution type; if data did not exhibit a normal distribution, they were
logarithmically transformed prior to analysis. The data were analyzed by
using GraphPad Prism (version 5.03; Graph Pad Software, Inc.).
Differences were considered significant when P < 0.05. Two-way
ANOVA was used to determine the main effects of diet (control vs.
nopal) and physiologic state (feed-deprived vs. refed) and their interac-
tion. When main effects of diet or physiologic state were found and there
was no significant interaction effect, data were pooled (by diet or
physiologic effect) and Bonferroni post hoc pairwise analysis was
performed. When a significant interaction effect was found, differences
between all 4 groups were determined by using Tukey’s test. No
statistical analysis was performed on lipoprotein particles data because
values represent the measurements of pooled samples (5-6 rats).

Results

Weight gain and feed intake. The mean daily feed intake was
significantly higher for the nopal groups compared with the
control groups. However, no difference in weight gain between
the groups was observed (Table 2).

Serum biochemical variables. Glucose concentration was not
significantly different between rats fed the control and nopal
diets. Serum FFA concentration was lower in both RF groups
than in the FD groups; however, diet had no effect (Table 2).
Glucagon concentration was higher in the RF than in the FD
group; however, diet had no effect. TG concentration did not
differ between the C-FD and N-FD groups but was greater in the
N-RF than in the C-RF group (P < 0.01). Nopal-fed rats had
significantly lower (~30%) serum total cholesterol concentra-
tions than did control-fed rats (Table 2).

Hepatic histologic analysis. A histologic analysis of livers by
using hematoxylin-and-eosin staining showed severe hepatic steatosis
in the control groups (C-FD and C-RF), which was characterized by

the excessive accumulation of fat in hepatic intracellular vesicles
that affected a large number of hepatocytes. In contrast, the nopal
groups (N-FD and N-RF) showed a lower lipid droplet content than
did their corresponding control groups (Fig. 1A).

Liver lipids and serum transaminases. To evaluate the effect
of nopal consumption on hepatic steatosis, we first assessed the
liver:body weight ratio of Zucker rats. The greater ratio in both
control groups is characteristic of the development of hepatomeg-
aly reported in this model (27). In contrast, the relative liver
weight of the nopal groups was 20% lower than that of the
control groups (Fig. 1B). In addition, nopal groups had a
dramatically lower hepatic TG concentration than did the control
groups (Fig. 1C). The hepatic TG concentration was 40% lower
in the N-FD group and 60% lower in the N-RF group than in the
C-FD and C-RF groups, respectively, whereas no difference was
observed in hepatic cholesterol concentration (Table 2). Consid-
ering the significant decrease in the development of hepatic
steatosis in the nopal groups, we investigated the impact of nopal
on liver injury biomarkers. Serum ALT and AST activities were
significantly lower in the nopal groups than in the control groups
(P =0.036 and <0.01 respectively); however, there was no effect of
physiologic state (Table 2).

Lipoprotein particles. Total VLDL particles (TG-rich particles)
were higher in the N-FD group than in the C-FD group (Fig. 2A).
In contrast, total LDL particles and their different subclasses
were lower in the N-FD group than in the C-FD group (Fig. 2B).

Lipid absorption after acute consumption of nopal. Due to
the content of the dietary fiber present in nopal, we assessed the
effect of nopal consumption on lipid absorption. As shown in
Fig. 2C, there were no differences between the nopal bolus when
compared with the soy oil alone, and this response was similar to
the one produced by cellulose.

Hepatic gene expression and protein production of
transcription factors and enzymes involved in lipid
metabolism. We examined the expression of genes and proteins
involved in lipid metabolism to understand the possible mech-
anism by which nopal lowers the development of hepatic
steatosis. The genes involved in hepatic fatty acid oxidation such
as transcription factor (Ppara), and its target genes Cptl and

TABLE 2 Biochemical and anthropometric variables of Zucker (fa/fa) rats fed with C or N diets for 7 wk and that were or were not

refed after 9 h of feed deprivation'

FD RF P value P-interaction

C-FD N-FD C-Kr N-RF D PS D x P§?
Food intake, g/d 238 =02 255 + 0.3* 239 =03 244 + 04% <0.01 NS NS
Net weight gain, g 317+ 1N 319 = 12 332 14 316 + 9 NS NS NS
Serum glucose, mmol/L 74 =07 8.0 =03 91+08 83 =05 NS NS NS
Serum glucagon, ng/L 80 = 3 85 + 10°° 123 £5°2 100 = 6P NS 0.0001 <0.05
Serum FFA, mmol/L 0.92 = 0.06 0.82 = 0.08 0.39 = 0.05** 0.41 = 0.05** NS <0.0001 NS
Serum TG, mmol/L 28 +03° 29 +01° 30+02° 47 +03° 0.001 <0.001 <0.01
Serum cholesterol, mmol/L 68 =04 45 * 0.4 70 £03 48 = 0.3* <0.001 NS NS
Serum ALT activity, U/L 105 = 14 76 = 8* 132 = 30 74 =10 0.036 NS NS
Serum AST activity, U/L 300 = 27 201 = 25* 345 = 51 240 + 20 <0.01 NS NS
Liver total cholesterol, mmol/y liver 0.12 = 0.012° 0.15 = 0.01° 0.14 = 0.01° 0.10 = 0.02° NS NS <0.01

" Values are means + SEM, n = 5-6. Means in a row without a common letter differ, P < 0.05. *Different from corresponding C groups, P < 0.05; **different from corresponding
FD groups, P < 0.05. ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; C, control; C-FD, control feed-deprived; C-RF, control refed; D, diet; FD, 9 h of feed deprivation;
N, nopal (C-4% Nopal); N-FD, nopal-feed deprived; N-RF, nopal refed; PS, physiologic state; RF, refed.

2 Differences are based on 2-way ANOVA. Bonferroni correction was used as post hoc analysis.
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FIGURE 1 Fat deposition (A), relative
weight (B), and TG concentration (C) in
livers of Zucker (fa/fa) rats fed the C or N
diet for 7 wk and that were or were not
refed after 9 h of feed deprivation. Values
are means = SEM, n = 5-6. Labeled
means without a common letter differ, P
< 0.05. C, control; D, diet; FD, 9 h of feed
deprivation; N, nopal (C-4% Nopal); PS,
physiologic state; RF, refed.

Aox, were significantly upregulated in the N-FD group compared
with the C-FD group. Furthermore, Cptl was also upregulated
in the N-RF group compared with the C-RF group (Table 3).
Consequently, CPT-1 protein abundance in livers (Table 3) of the
N-FD group was higher than in the C-FD group; however, diet
had no effect in the refed state.
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FIGURE 2 Feed-deprived total VLDL particles in Zucker (fa/fa) rats
fed the C or the N diet for 7 wk with their different subclasses: large
(L), medium (M), small (S) (A). Total LDL particles and their different
subclasses: large (L), small (S), medium small (MS), very small (VS)
(B). The effect of nopal on the rate of TG appearance after a lipid
gavage (C). Values represent the means = SEM for 3 rats. C, control;
N, N, nopal (C-4% Nopal).
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Although the mRNA abundance of Accl was higher in the
N-FD group than in the C-FD group, the mRNA abundance
of Srebplc and Fas did not change, which suggested that there
was no significant increase in lipogenesis in the nopal group in
the feed-deprivied state. In contrast, the N-RF group showed a
greater expression of these genes compared with the C-RF
group; however, these changes did not translate into equivalent
variations in the abundance of these lipogenic proteins. In
addition, the phosphorylation of ACC, which is the inactive
form, increased in the N-RF group when compared with the C-RF
group, which suggested a partially inactive enzyme (Table 3).

In addition, we assessed whether the consumption of nopal
lowered hepatic fat accumulation by modifying the expression
of genes involved in TG and phospholipid mobilization into the
circulation. Thus, we measured the expression of MTTP and the
PLTP, which are proteins involved in the transference of TG and
phospholipids to synthesize hepatic TG-rich lipoproteins. Mtp
gene expression was significantly greater in the N-FD group than
in the C-FD group (Table 3). Inversely, in the refed state, the gene
expression of Mztp in the N-RF group was significantly lower
than in the C-RF group. Mtp gene expression was accompanied
by greater MTTP in the N-FD group than in the C-FD group,
whereas no difference was observed in the refed state (Table 3).
Pltp gene expression followed a pattern similar to M##p but to a
lesser extent.

Nopal consumption decreased oxidative stress and lipid
peroxidation. The biomarkers of oxidative stress were mea-
sured to assess the antioxidant capacity of nopal in the liver.
ROS were significantly higher (P = 0.04) in the C-FD group than
in the N-FD group, whereas in the refed state, ROS concentra-
tion was lower in both diet groups (Fig. 3A). Liver MDA, a
product of lipid peroxidation, was a 76% lower in the N-FD
group and 93% lower in the N-RF group compared with the
C-FD and C-RF groups respectively (Fig. 3B).

To test whether the improvement in the oxidative stress
biomarkers was due to a modulation of antioxidant enzymes,
the activity and expression of genes involved in the antioxidant
capacity, such as Gr, Gpx, Sod1, Sod2, and Cat, were measured
in liver samples. The mRNA abundance of only Sodl was
significantly higher in the nopal group in both physiologic states
(Supplemental Table 2). In addition, the activity of GR and GPX
enzymes in liver showed no difference between the control and
nopal groups (Supplemental Table 2). In contrast, CAT and total
SOD activities were lower in the nopal groups in the feed-
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TABLE 3 mRNA, protein expression, and phosphorylation of enzymes involved in lipid metabolism in livers of Zucker (fa/fa) rats fed
with C or N diets for 7 wk and that were or were not refed after 9 h of feed deprivation'

FD RF P value? P-interaction
C-FD N-FD C-Rr N-RF D PS D X PS
Fatty acid oxidation
Ppara, relative mRNA 1.02 + 0.15 1.70 = 0.10% 0.75 * 0.07** 1.07 = 0.02** <0.01 <0.01 NS
Cpt1, relative mANA 1.02 = 0.12° 1.89 + 0.08° 064 + 0.04° 182 = 0.07° <0.0001 <0.05 <0.05
Acox, relative mRNA 1.01 £ 012° 1.93 =+ 0.09° 1.05 = 0.04° 1.36 = 0.06° <0.01 NS <0.01
CPT-1, protein abundance 1.00 + 0.00 219 = 0.38* 213 £ 0.31 219 = 0.33 <0.05 NS NS
Fatty acid synthesis
Srebpc, relative mRNA 1.01 = 0.09° 1.04 = 0.08° 1.65 = 0.09° 269 = 0.15° <0.01 <0.0001 <0.05
Accl, relative mRNA 1.02 + 013 244 * 0.07° 300 = 0.18° 467 = 0.15° <0.0001 <0.0001 <0.05
Fas, relative mRNA 1.01 = 0.07 1.09 + 0.06 217 = 0.10 263 = 0.16 NS <0.0001 NS
SREBP-1c, protein abundance 1.00 = 0.00*° 097 = 0.142° 075 = 0.11° 1.38 = 0.19° <0.05 NS <0.05
pACC/ACC, AU 1.00 = 0.00 1.25 + 0.08 174 + 020 272 =082 NS NS NS
FAS, protein abundance 1.00 = 0.00 1.07 = 0.10 0.93 = 0.10 1.26 + 0.29 NS NS NS
Fatty acid export
Mittp, relative mRNA 1.01 = 0.08° 276 = 0.14° 228 = 0.02° 174 £ 0.11° <001 <0.05 <0.0001
Pltp, relative mRNA 1.01 = 0.07° 1.29 + 0.03° 1.16 + 0.08*° 112 + 0.05*° NS NS <0.05
MTTP, protein abundance 1.00 + 0.00 219 + 0.38* 213 +0.31 219 +0.30 <0.05 NS NS

" Values are means * SEM, n = 5-6. Means in a row without a common letter differ, P < 0.05. *Different from corresponding C groups, P < 0.05; **different from corresponding
FD groups, P < 0.05. ACC, acetyl-CoA carboxylase; AU, arbitrary units; C, control; C-FD, control feed-deprived; CPT-1, carnitine palmitoyltransferase 1; C-RF, control refed; D, diet;
FAS, fatty acid synthase; FD, 9 h of feed deprivation; MTTP, microsomal TG transfer protein; N, nopal (C-4% Nopal); N-FD, nopal-feed deprived; N-RF, nopal refed; pACC,
phosphorylated acetyl-CoA carboxylase; PS, physiologic state; RF, refed; SREBP-1c, sterol regulatory element binding protein-1c.

2 Differences are based on 2-way ANOVA. Bonferroni correction was used as post hoc analysis.

deprived and refed states. The latter may suggest that the
improvement in the antioxidant status, as evaluated by MDA
and ROS concentrations, was not associated with an increase in
the gene expression of antioxidant enzymes.

To evaluate whether the improvement in oxidative stress
extended beyond the liver, the antioxidant capacity and lipid
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FIGURE 3 Hepatic ROS (A) and MDA (B) concentrations in Zucker
(fa/fa) rats fed the C or N diet for 7 wk and that were or were not refed
after 9 h of feed deprivation. Values are means + SEM, n=5-6. Labeled
means without a common letter differ, P < 0.05. C, control; D, diet; FD,
9 h of feed deprivation; MDA, malondialdehyde; N, nopal (C-4% Nopal);
PS, physiologic state; RF, refed; ROS, reactive oxygen species.

peroxidation in the serum were also measured. There was no
change in the antioxidant capacity in the serum of the nopal
groups in either of the physiologic states (Supplemental Table 2).
However, MDA concentration was 31% lower in the N-FD
group and 46% lower in the N-RF group compared with the
C-FD and N-FD groups, respectively, reflecting lower serum
lipid peroxidation in nopal-fed rats (Supplemental Table 2).

Insulin signaling and adiponectin concentration. Although
the control and nopal groups developed the characteristic
hyperinsulinemia of this obesity model (28), the N-RF group
showed a significantly lower insulin concentration than did the
C-RF group (Fig. 4A). To evaluate whether the decrease in
postprandial insulin concentration was accompanied by an
improvement in liver insulin signaling, IRS1 phosphorylation
(tyr”*!) and AKT phosphorylation (ser*”?) were measured in the
liver. IRS1 and AKT phosphorylation was significantly greater in
the N-RF group than in the C-RF group, whereas no difference
was observed in the feed-deprived state (Fig. 4C, D).

Finally, the nopal group showed a significantly greater total
adiponectin concentration in both physiologic states compared
with the control groups. Total adiponectin concentration was
43% higher in the N-FD group and 75% higher in the N-RF
group than in the C-FD and C-RF groups, respectively (Fig. 4B).

Discussion

Hepatic steatosis is most commonly associated with obesity,
insulin resistance (29), and hyperlipidemia. The only safe way to
reduce hepatic steatosis is by changes in lifestyle, such as diet and
exercise, which are not always are easy to adhere to. Therefore, a
need exists for effective dietary strategies for the control of
hepatic steatosis. We have shown that the combination of func-
tional foods, including nopal, reduces insulin resistance and
glucose intolerance in patients with metabolic syndrome (9).
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FIGURE 4 Serum insulin (A) and adiponectin (B) concentrations and
phosphorylation of proteins involved in liver insulin signaling (C) and
densitometric analysis (D) in Zucker (fa/fa) rats fed the C or N diet for 7
wk and that were or were not refed after 9 h of feed deprivation.
Values are means = SEM, n = 5-6. Labeled means without a common
letter differ, P < 0.05. AKT, protein kinase B; C, control; D, diet; FD,
9 h of feed deprivation; IRS-1, insulin receptor substrate 1; N, nopal
(C-4% Nopal); pAKT, phosphorylated AKT; pIRS, phosphorylated IRS;
PS, physiologic state; RF, refed.

In this study, our results showed that the dietary strategy of
using nopal remarkably attenuated TG accumulation in the liver,
even though the Zucker rats developed hyperinsulinemia (Fig. 1).
This beneficial effect was accompanied by a reduction in hepatic
oxidative stress and in biomarkers of hepatic injury such as ALT
and AST. This attenuation of hepatic steatosis may include
different possible mechanisms as follows:

1) Via adiponectin. Adiponectin is an antiinflammatory
adipocytokine that limits fat accumulation in the liver by
activation of PPARa (30). There was a significantly
higher serum adiponectin concentration in nopal groups
compared with control groups (Fig. 4B), which, in turn,
reestablished Ppara, Cpt-1, and Aox gene expression in
the feed-deprived state (Table 3). These results were
consistent with greater CPT-1 protein concentration,
which likely reflects an increase in the capacity of fatty
acid oxidation, preventing the accumulation of TG in
the liver (Fig. 1).
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2)

By a decrease in oxidative stress. During the develop-
ment of NAFLD, there is an increased production of
ROS, often leading to greater hepatic lipid peroxidation
(31). However, the presence of different polyphenols
such as isorhamnetin and kaempferol as both aglycones
and glycosides in different varieties of Mexican cactus
(Opuntia spp) has been shown to have antioxidant
activity (32). Our results showed that long-term con-
sumption of nopal significantly lowered liver MDA
concentrations, a biomarker of lipid peroxidation,
which could be attributed to the lower concentrations
of ROS in the liver (Fig. 3A). It is known that the
scavenging of ROS in cells can occur by increasing the
capacity of antioxidant enzymes or by the presence of
compounds that directly trap ROS. Our results showed
that activity of antioxidant enzymes did not change
among groups, suggesting that attenuation of the
oxidative stress present in nopal-fed rats is likely due
to a direct interaction between antioxidant molecules
present in nopal (33) and the reactive species. However,
oxidative stress plays an important role in the regulation
of VLDL secretion. Lipid peroxidation induces the
proteolysis of apo B-100 particles, and oxidative stress
reduces Mttp mRNA expression, resulting in the inhi-
bition of VLDL secretion (34). Our results showed that
gene expression of Mttp and the concentration of VLDL
particles were greater in the nopal groups than in the
control groups. The latter may suggest that there is an
enhanced exportation of TG from the liver into the
circulation, thus preventing the accumulation of TG in
the liver. Despite the excess serum lipids, our results
showed significantly lower MDA concentrations, a
biomarker of lipid peroxidation, in the serum of the
N-RF group compared with the C-RF group (Supple-
mental Table 2). In addition, the nopal group showed a
lower serum total cholesterol concentration and fewer
LDL particles than the control group (Fig. 2B). Thus, it
is possible to suggest that these 2 findings may outweigh
the possible risk of atherosclerosis due to the greater
number of VLDL particles.

By improving hepatic insulin signaling. The third pos-
sible mechanism by which nopal may have attenuated
hepatic steatosis is by an improvement in hepatic insulin
signaling, which is implicated in reducing insulin resis-
tance. There is evidence that suggests that an improve-
ment in hepatic insulin sensitivity is associated with a
reduction of hepatic steatosis. Although Zucker rats
develop insulin resistance at wk 7 (35), the hyperinsu-
linemia in the nopal group was significantly lower com-
pared with the control group in the refed state (Fig. 4), and
this was accompanied by an improvement in the insulin
signaling mediated via IRS-1 and AKT (Fig. 4C), which
could explain the attenuation in hepatic steatosis. It is
likely that the presence of hyperinsulinemia in this model
and the improved insulin signaling activity led to a
greater hepatic expression of the transcription factor
SREBP-1c¢ in the nopal group compared with the control
group in the refed state, which is known to activate the
transcription of many genes involved in fatty acid
synthesis. In spite of the increase in the lipogenic genes,
given the increase in fatty acid oxidation mediated by
PPARa, the deleterious effect of the induction of SREBP-
1c was partially abolished, which prevented lipid accu-
mulation in the liver.
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It is worth mentioning that other bioactive components in
nopal, such as dietary fiber, may also be involved. Different types
of dietary fiber have been shown to modify lipid absorption in the
intestine (36). Even though the low dose of nopal in the bolus
showed no effect on lipid absorption compared with cellulose in
this study, the effects of dietary fiber on lipid metabolism and
hepatic steatosis go beyond modification of lipid absorption.
Short-chain fatty acids produced by intestinal fermentation of
soluble fibers have been shown to modify hepatic lipid synthesis as
well as improve intestinal permeability, thus improving biomarkers
of NAFLD (37). Nopal contains soluble and insoluble fiber (12);
therefore, it is possible to speculate that other mechanisms
associated with the dietary fiber present in nopal are involved in
the reduction in hepatic steatosis. This needs further research.

The results reported here show that long-term consumption
of nopal has a beneficial effect on the liver of obese Zucker rats
by reducing steatosis and oxidative stress, improving insulin
signaling, decreasing various serum biomarkers of hepatic injury
(ALT, AST), and increasing serum adiponectin, therefore atten-
uating liver damage.

A possible limitation of this study is that the obese Zucker (fa/fa)
rat model does not fully mirror the development and progression of
NAFLD in humans. However, this model mimics the hepatic
pathology, oxidative stress, and deregulated metabolism that are
observed in humans with NAFLD (38). Thus, given these results, it
is logical to focus on both preventing and reversing oxidative stress
and insulin resistance by potential dietary therapeutic approaches
to reduce NAFLD. Although further studies in humans are needed,
the use of nopal as a functional food can be easily introduced as a
dietary strategy to ameliorate the abnormalities occurring in
individuals with NAFLD, especially in the Hispanic population,
in which hepatic steatosis is highly prevalent (1).
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Diet: Friend or Foe of Enteroendocrine Cells: How
It Interacts with Enteroendocrine Cells’"?
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Gut hormones play a key role in the regulation of food intake, energy expenditure, glucose homeostasis, lipid metabolism, and a wide range of

metabolic functions in response to food ingestion. These hormones are altered in metabolic diseases, such as obesity and type 2 diabetes, and

are thus proposed to be possible targets for the prevention or treatment of these diseases. It is clear that food composition, macronutrients, and

other non-nutrient components as well as the physical properties of food not only modulate the secretion of gut peptides but also modulate

transcription and enteroendocrine cell differentiation, which ultimately modifies gut hormone response. The specific mechanisms or sensing

machinery that respond to the different components of the diet have been studied for many years; however, over the last few years, new

molecular genetic techniques have led to important advances, thereby allowing a deeper understanding of these mechanisms. This review

addresses the current knowledge regarding enteroendocrine cells and how diet interacts with this machinery to stimulate and regulate the

secretion of gut peptides. The potential for diet interventions as a promising strategy for modulating gut hormone responses to food ingestion

and, ultimately, preventing or treating metabolic diseases is being emphasized considering that these diseases are currently a public health

burden. Adv. Nutr. 3: 8-20, 2012.

Introduction

In recent years, there has been an increasing awareness of the
role of the gut (intestine) in metabolism. Gut cells are prob-
ably the first point of contact with ingested food; therefore, it
is clear that they must prepare the organism for the nutri-
ents that are entering the system. Of the cells that comprise
the gut, there are many different subtypes of enteroendo-
crine cells. These cells have become increasingly more im-
portant over the past few years, because the production of
their hormones plays a key role not only in the regulation
of food intake but also in energy expenditure, glucose ho-
meostasis, and a range of metabolic functions in response
to food ingestion (1,2). For instance, some of these hor-
mones, such as GLP-1,> GIP, or PYY, seem to be altered in
metabolic disease states such as obesity and type 2 diabetes
(3,4). Whether this alteration is causal or is a consequence
remains to be determined. In addition, dietary factors have
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2 Author disclosures: S. Moran-Ramos, A. Tovar, and N. Torres, no conflicts of interest.

> Abbreviations used: CaSR, calcium-sensing receptor; CCK, cholecystokinin; CCK1R, CCK
1 receptor; GIP, glucose-dependent insulinotropic peptide; GLP, glucagon-like peptide; GPR,
G protein-coupled receptor; KATP, ATP-sensitive potassium; PYY, peptide tyrosine tyrosine;
SGLT1, sodium-dependent glucose transporter.

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: nimbester@gmail.com.

been shown to strongly influence the regulation of these pep-
tides. Oligofructosaccharides, e.g., have been shown to medi-
ate obesity-associated inflammation states in rodents via the
modulation of gut hormones levels, such as GLP-2 (5). In
the context of the recent epidemic of obesity and diet-related
diseases, it is important to understand the nature of the dif-
ferent enteroendocrine cells and how diet interacts with
them for the secretion and regulation of gut peptides.

The specific mechanisms underlying the sensing machin-
ery that responds to different nutrients and non-nutrient
components of the diet have been studied for many years;
however, due to the dispersed nature of enteroendocrine
cells as well as the inability to distinguish the different cell
types morphologically for single cell analysis (6), the charac-
terization of this machinery has been restricted to cell line
models, which are not always accurate models of native en-
teroendocrine cells. However, over the past few years, new
molecular genetic techniques, such as fluorescent protein
expression in mice under the control of a promoter for a
peptide hormone precursor, have enabled the in vivo iden-
tification, primary cell isolation, and culturing of each
type of enteroendocrine cell. These techniques have also
allowed the detection of proteins that could be involved
in the sensing mechanisms and a deeper exploration of the

©2012 American Society for Nutrition. Adv. Nutr. 3: 8-20, 2012; doi:10.3945/an.111.000976.
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morphology of enteroendocrine cells. This characterization
has led to important advances over the past years. Therefore,
the purpose of this review is to focus on the current knowl-
edge concerning enteroendocrine cells and how diet inter-
acts with their machinery to stimulate and regulate the
secretion of gut peptides.

Enteroendocrine cells

The intestinal surface has a unique architecture consisting of
villus and crypt structures. The villus is a finger-like projec-
tion protruding into the lumen to increase the surface area
of the small intestine by almost 30-fold (Fig. 1). Gut stem
cells reside in crypts and are differentiated by notch signal-
ing into absorptive enterocytes, paneth cells, goblet cells, tuft
cells, and enteroendocrine cells (7,8). The latter are fully
differentiated cells that, along with goblet and paneth
cells, constitute the secretory cell types in the small intes-
tine, whereas absorptive enterocytes comprise 90% of the
epithelium (9).

With the exception of paneth cells, epithelial cell turnover
occurs quite rapidly, with a lifespan of 3-5 d. This turnover
occurs via exfoliation at the tips of the villi, i.e. the cells pre-
sumably undergo apoptosis and are extruded into the lumen
in distinction to nondiffuse endocrine organs, perhaps sug-
gesting more plasticity (10,11). Unlike many other endocrine
cells that differentiate early in life and turn over slowly, enter-
oendocrine cells self-renew and differentiate from a large res-
ervoir of stem cells throughout their lifespans (7).

Enteroendocrine cells are scattered throughout the intes-
tinal tract and are embedded in a majority of nonendocrine
cells, including absorptive enterocytes, goblet cells, and pan-
eth cells. Although they represent ~1% of the epithelial cell
population, they are considered the largest endocrine rela-
tive to the total numbers of cells (11,12). There are at least
15 subtypes of enteroendocrine cells that secrete a wide
range of peptide hormones, which, in a complex manner,

control physiological and homeostatic functions in the di-
gestive tract, particularly postprandial secretion and motility
(13,14). A summary of some of the different enteroendo-
crine cell subtypes, secreted peptides, and their functions
is provided in Table 1. Initially, these cells were classified
primarily by their secreted peptide; however, it is now clear
that some of these cells are able to secrete more than one
hormone.

As summarized in Table 1, the primary functions of hor-
mones secreted by the enteroendocrine cells are to coordi-
nate the response of the gastrointestinal tract to food
ingestion. Therefore, it has become clear that a key function
of enteroendocrine cells is to act as sensors of luminal con-
tents, thereby functioning as transepithelial signal trans-
ducers with their physicochemical signals, resulting in
exocytosis of biological mediators into the circulation (11).

In terms of physiology, most enteroendocrine cells have
been described as open cells with the ability to interact
with luminal content. More recently, different transporters,
such as SGLT1I, taste receptors, and other GPR have been
identified in some enteroendocrine cells as part of the ma-
chinery that interacts with chemical food components to
trigger gut peptide release (15-18). In the context of the
functions of gut peptides in satiety and metabolism as well
as their alterations in obesity and metabolic-associated dis-
eases, it is critical to understand how food components in-
teract with enteroendocrine cells to regulate the secretion
of these peptides. An understanding of this process could
help with determining dietary strategies that modulate the
secretion of these peptides. Such dietary modifications could
be used as a preventive measure against or as a part of a
treatment for metabolic diseases.

Due to the nature of the peptides that enteroendocrine
cells secrete, the most studied cells are K, L, and I cells.
Thus, this review will cover the characteristics and diet-
cell interactions of these 3 cell types.

Lumen
—» Opioid
e release
reﬁ::on\ ':" Enteroendocrine cells
FIGURE 1 Small intestine morphology and
Villus distribution of epithelial cell types. Paneth and
o stem cells are localized in the crypts. Upon
" differentiation, enterocytes and goblet,
absorption \ enteroendocrine, and tuft cells migrate toward
the villus. Enteroendocrine cells are scattered
Gt hormone throughout the intestinal tract and are
release embedded primarily in enterocytes.
B=S B Paneth cells Enteroendocrine cells release their contents via
O Stem cells the basolateral surface upon interaction with
W Goblet cells food components.
Crypts @ Enteroendocrine cells
[J Absorptive enterocytes
W Tufts cells
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TABLE 1 Summary of the different subset of enteroendocrine cells, localization, hormone secretion, and function
Cell Localization Peptide Function

G cell Pyloric antral part Gastrin Regulation of acid secretion

X or A like cells Stomach Ghrelin Food intake stimulation

K cell Proximal intestine GIP' Enhancement of insulin secretion and gastric acid secretion
and reduction of LPL activity in adipose tissue

| cell Proximal intestine CCK Gallbladder contraction, stimulation of pancreatic enzyme
secretion, inhibition of food intake

S cell Proximal intestine Secretin Stimulation of bicarbonate secretion and inhibition of gastric
acid secretion, colonic contraction, and motility

M cell Proximal intestine Motilin Gut motility

N cell Distal intestine Neurotensin Gastric acid secretion, biliary secretion, and intestinal mucosal
growth

L cell Distal intestine and colon PYY, GLP-1, GLP-2, glicentin Inhibition of gastric acid secretion and gastric emptying and

enhancement of insulin secretion

! CCK, cholecystokinin; GLP, glucagon-like peptide; GIP, glucose-dependent insulinotropic peptide; LPL, lipoprotein lipase; PYY, peptide tyrosine tyrosine.

K cells and GIP

K cell overview. After the conceptualization of the gut as an
endocrine organ, Brown et al. (19) in 1971 purified a peptide
capable of inhibiting gastric emptying and called it GIP.
Later in 1973, Dupre et al. (20) determined that this peptide
was also responsible for the enhancement of glucose-induced
insulin secretion, the so-called incretin effect. GIP secretion
was shown to be stimulated by ingestion of glucose and fat;
however, the insulin response due to fat ingestion was ob-
served only if glucose was also administered (20). The latter
effect seems to be a safety mechanism for the inappropriate
stimulation of insulin release in a high-fat, low-carbohydrate
meal (10).

Localization. K cells were originally identified in the small
intestine via their ultra-structural features. However, it was
not until 1975 that Buffa et al. (21) showed that these K cells
in the small intestine reacted to GIP antisera. The character-
istic appearance of these cells was later described as intracel-
lular secretory granules with a small electron-dense core
surrounded by a concentric electron-lucent halo (10).

Similar to other enteroendocrine cells, K cells are scat-
tered along the intestinal tract; however, the greatest density
of K cells is found in the duodenal mucosa and has been es-
timated at 13/1000 epithelial cells (22). More recently, a sub-
set of enteroendocrine cells coexpressing GIP and GLP-1 in
the mid-intestine has been found and is typically referred to
as K/L or L/K cells for convenience (22-25).

K cells are an open type of enteroendocrine cell with a
connection to the gut lumen. The cell contains inner secre-
tory granules where the gut peptide GIP is stored. Upon
electrophysiological stimulation, these granules fuse with
the basolateral membrane to release their contents.

GIP biological actions. Although the prime physiological
role of GIP is to increase insulin secretion induced by intes-
tinally absorbed nutrients, the GIP receptor has been found
in different tissues, suggesting that it has variable extra-
pancreatic functions. Indeed, it has been shown that GIP
modulates calcium deposition in bone and bone formation
(26,27) and has an important role in lipid metabolism. GIP

10 Moran-Ramos et al.

has been reported to stimulate fat deposition in adipocytes
by increasing the activity of lipoprotein lipase (28-30).
Moreover, high fat-fed and ob/ob mice that are knocked-
out for the GIP receptor, although mildly glucose intolerant,
were protected against obesity (31). In the same line, GIP re-
ceptor antagonism reversed obesity and metabolic-associated
abnormalities in high fat-fed rats (32). These and other data
suggest that GIP as is a metabolically thrifty gene and pos-
tulate it as possible link between overnutrition and obesity
(31,33,34).

Diet effects and mechanisms. Fasting plasma concentra-
tions of GIP are relatively low, with values of ~10 pmol/L. How-
ever, upon food ingestion, GIP concentration rises several-fold,
usually within 10-20 min (10). The specific components re-
sponsible for the secretion of GIP are associated with the na-
ture of the food composition. For example, GIP secretion is
strongly stimulated by fat and carbohydrates, whereas pro-
teins are less potent inducers of the hormone (35,36).

Dietary fat. Dietary fat is the most potent stimulus for GIP
secretion (10). TG hydrolysis appears to be necessary for the
induction of GIP secretion, because the ingestion of orlistat,
an inhibitor of lipoprotein lipase, with a mixed meal signif-
icantly attenuated the GIP response (37). Moreover, the
finding that olive oil induced a greater secretion of GIP in
healthy participants compared to butter suggested that the
fatty acid composition of dietary fat may have an effect on
GIP secretion (38). Linoleic acid induced a significant GIP
response in primary K cell culture. These cells express
GPRA40, -120, and -119, which are receptors known to be in-
volved in fatty acid sensing, thereby raising the possibility
that the fatty acid-sensing mechanisms of these cells could
be mediated by these receptors (10,25). For instance, Edfalk
et al. (16) showed that the GIP response induced by fat was
impaired in GPR40 mutant mice.

Carbohydrates. The mechanism behind GIP secretion by car-
bohydrates is associated with intestinal SGLT1. The fact that
phlorizdin, a SGLT1 inhibitor, impairs glucose-stimulated
GIP release supports this idea. However, because stimulation
with a-methylglucopyranoside, a nonmetabolizable substrate
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of SGLT1, gives a significantly lower GIP response compared
to glucose, a further glucose metabolism is thought to be
needed to fully induce GIP secretion (25).

Jang et al. (39) found that mice knocked-out for a-gustducin
(a component of the sweet taste receptor signaling cascade)
had deficiencies in GIP secretion as well as decreased insulin
response and impaired glucose tolerance. Based on the latter
fact, a mechanism related to the presence of sweet taste re-
ceptors in the gut has been thought to be involved in carbo-
hydrate-induced GIP secretion. Although the same research
group found that sucralose, an artificial sweetener, induced
GIP secretion in a murine cell line (40), other authors did
not demonstrate the induction of GIP secretion in vitro
and in vivo by such artificial sweeteners as acesulfame K,
saccharin, or sucralose (41). Therefore, it seems that the
evidence for the role of sweet taste receptors in GIP induc-
tion is inconclusive and more studies are needed to determine
the exact role of sweet taste receptors in the carbohydrate in-
duction of GIP secretion (42).

Protein. The effect of protein on GIP secretion has been
poorly studied. Although some studies report no effect of
whole protein on GIP secretion (35), the administration of
protein hydrolyzate to rats more recently induced a signifi-
cant response on GIP secretion, and the administration of
omeprazole, an inhibitor of gastric acid secretion, severely
diminished the response, suggesting that the effect could
be partially mediated by the acid-stimulatory properties of
protein (43). The administration of a protein beverage in
healthy subjects stimulated modest GIP secretion alone or
in combination with glucose (44). Later, Carr et al. (45)
showed strong GIP secretion after the administration of a
protein-rich meal in healthy participants. Another study
even observed that GIP stimulation in healthy individuals
was different with differing types of proteins, with whey be-
ing the most potent inducer (46). A similar effect was ob-
served in patients with type 2 diabetes in whom the
addition of whey protein to the breakfast or lunch meal in-
duced a greater response in GIP secretion compared with
other sources of protein (47). The latter suggests that the
amino acid pattern can modify the postprandial GIP re-
sponse. For instance, prior studies have reported the induc-
tion of GIP secretion by certain amino acids (10,48),
whereas Parker et al. (25) showed a potent induction of
GIP secretion by glutamine in K primary cells.

Other diet components. Other non-nutrient components
of the diet, such as coffee, are known to effect GIP secretion.
In a study by Johnston et al. (49), the secretion of GIP was
significantly decreased when coffee plus glucose was in-
gested in contrast to glucose alone, and this effect was
even greater with decaffeinated coffee. These researchers
suggested that the phenolic compounds present in coffee in-
hibit glucose transport, thereby attenuating GIP secretion
(49). In contrast, Beaudoin et al. (50) showed that the con-
sumption of coffee (regular or decaffeinated) before an oral
glucose tolerance test and after an oral fat tolerance test in-
creased the GIP response. The difference in findings could

be due to the distinct methodologies of the studies. There-
fore, more studies are needed to characterize the role of cof-
fee in GIP secretion. However, it seems likely that coffee,
whether caffeinated or decaffeinated, interacts with enter-
oendocrine cells to modify the GIP response.

I cells and CCK

Overview. CCK, as mentioned by Liddle et al. (51), was first
described by Ivy and Oldberg in 1928 as a stimulant of gall blad-
der contraction. However, it is now known that CCK also stim-
ulates pancreatic enzyme secretion and inhibits gastric emptying
and food intake. Collectively, these actions fulfill the primary
role of CCK in the gastrointestinal tract, which is to regulate
protein and fat digestion in the upper small intestine (51-53).

Localization. I cells, which are localized primarily in the up-
per and intermediate gastrointestinal tract (duodenum and
upper jejunum) as well as to the enteric nerves of the colonic
wall, are responsible for CCK production and secretion. Im-
portantly, CCK is also released from the central nervous sys-
tem; however, due to the nature of this review, we will focus
primarily on the CCK produced by I cells (54).

I cells are open cells oriented toward the intestinal lumen.
They are roughly triangular or flask-shaped with the apical sur-
faces oriented toward the lumen, while the membrane-bound
cytoplasmic granules containing CCK are concentrated
around the basal surface (51,54,55). This allows the cell
to be stimulated by intestinal nutrients and release their
content into the blood and/or surrounding tissue. I cells
have been found to be more abundant in intestinal crypts
than in the villi, and the presence of pseudopod-like basal
processes has recently been described in ~50-65% of the I
cell population. Although the functionality of these structures
is unknown at present, the authors suggest that these struc-
tures could receive information from neighboring cells, which
are primarily enterocytes (55).

Similar to other enteroendocrine cells, the I cell turnover
time is only a few days and the cells appear to differentiate
from an enteroendocrine lineage, which also includes S
cells (12).

Biological actions of CCK. Selective processing of proCCK,
which is a 115-amino acid precursor, leads to multiple bio-
active CCK forms of different lengths. The major circulating
forms in humans are CCK-58, -33, -22, and -8, all ligands of
the CCKIR (52,54).

As previously mentioned, the primary action of CCK is in
gallbladder contraction, which is mediated through CCK-A
receptors on the surface of gallbladder smooth muscle (54).

Another role of CCK is to stimulate pancreatic enzyme
secretion. Prolonged administration of CCK has been shown
to stimulate the synthesis of pancreatic enzymes and cellular
proliferation (52). CCK also plays an important role in in-
hibiting gastric emptying; in fact, blocking CCK-A receptor
inhibits the effect of fat and protein on gastric emptying,
emphasizing that the ability of fats and proteins to inhibit
gastric empting is CCK dependent (54,56,57).

Diet interaction with enteroendocrine cells 11
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CCK has been shown to inhibit food intake in multiple test
situations and species, including humans. The food intake in-
hibition effect is observed relatively shortly after food ingestion;
however, its duration is also brief. This effect is mediated via
activation of vagal afferent mechanosensitive and chemosensi-
tive fibers in the stomach and duodenum (52,54).

More recently, a novel role of CCK was discovered in ro-
dents. Cheung et al. (58) showed that CCK-8 was capable of
lowering glucose production via triggering the gut-brain-liver
neuronal axis. This effect was absent in CCK receptor-deficient
rats (OLETF rats) and rats fed a high-fat diet, suggesting that
intestinal CCK resistance leads to the dysregulation of glucose
production and homeostasis in diet-induced obesity.

Diet effects and mechanisms. Fasting plasma CCK concen-
trations are ~1 pmol/L in most species and rise to 5-10
pmol/L following meal ingestion. Dietary fat and proteins
are the most potent stimulators of CCK release, whereas car-
bohydrates are weak stimulants (48,51,54).

Dietary fat. Dietary fat has been shown to stimulate CCK re-
lease in animals and humans. In both species, TG must be
hydrolyzed to fatty acids to stimulate CCK secretion. For in-
stance, pancreatic lipase insufficiency is associated with a poor
CCK response to TG but a normal response to oleic acid
(48,54,59). In addition, intestinal infusion of the lipase inhib-
itor, orlistat, together with TG virtually abolishes the post-
prandial release of CCK (60,61). The length of the fatty
acid carbon chain also determines CCK release. Most research
studies have shown that fatty acids with an acyl chain length <
10 carbon atoms do not induce CCK secretion in humans,
whereas long-chain fatty acids with at least 12 carbons are
the most potent stimulants of CCK (48,62). The sensing
mechanism by which I cells detect long-chain fatty acids
and trigger CCK secretion has long been associated with
GPR. In the intestine cell line STC-1, Tanaka et al. (63)
showed that long-chain fatty acid-induced CCK secretion
was mediated via GPR120 (63). However, recently, using flu-
orescence-activated cell sorting isolation of CCK-producing
cells (I cells), Liou et al. (18) demonstrated that the expression
of GPR40 was 100-fold greater in cells producing CCK com-
pared to cells that did not express it. They also showed that
CCK secretion in vitro in response to linolenic was absent
in GPR40—/— cells, whereas GPR40 null mice had a severely
impaired CCK response induced by long-chain fatty acids.
Because the response in mice was not completely blunted,
Liou et al. (18) discussed that it was likely that an indirect fatty
acid-sensing mechanism may be associated with chylomicron
component ApoA-IV. In fact, ApoA-IV secreted by entero-
cytes in response to absorption of long-chain fatty acids pre-
viously has been associated with a satiety factor and an
activator of CCK-responsive vagal afferents; however, its exact
role remains to be elucidated (64—67).

Carbohydrates. Carbohydrates have been shown to mildly
induce CCK release; however, the sensing mechanisms have
not yet been elucidated. Although taste receptors have been
associated with gut hormone-releasing mechanisms from
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the enteroendocrine cell, Gerspach et al. (68) recently showed
that inhibition of the sweet taste receptor TIR2/T1R3 by lac-
tisole with a glucose load in healthy humans did not modify
the CCK response, suggesting that glucose-induced CCK se-
cretion is not mediated by these sweet taste receptors and
that other glucose-sensing receptors must be involved.

Proteins. Proteins and, more specifically, digested proteins
(protein hydrolyzates) are more effective stimulants of CCK
secretion than are carbohydrates (69,70). Amino acids have
been shown to have a direct effect on I cells, being the most
effective aromatic amino acids. The specific sensing mecha-
nism of these amino acids was recently demonstrated to occur
via a GPR, the CaSR. Wang et al. (70) suggested that CaSR
modulates signaling pathways that, upon L-phenylalanine
and tryptophan stimulation in the presence of calcium, open
calcium channels, causing an increase in intracellular Ca*t,
and, in parallel, inhibit basal K* channel activity, causing I
cell depolarization, which is consistent with changes necessary
for hormone secretion. This effect is abolished in native I cells
with deletion of CaSR without affecting basal CKK secretion,
suggesting that CaSR is required for CCK secretion in response
to these aromatic amino acids (70). Additionally, Nakajima
et al. (71) showed that in the STC-1 enteroendocrine cell
line, the CCK secretion and Ca®* mobilization induced by
an arginine-rich 851-63 peptide from soybean -conglycin
was blocked when incubated with a CaSR antagonist, suggest-
ing that this effect is also mediated by the CaSR.

Luminal protein hydrolysate (peptone) increases not only
the secretion of CCK but also its transcription (15). The
sensing mechanism of peptone is related to GPR93, because
in the overexpression of GPR93 in STC-1 cells (an enteroen-
docrine cell line), a significant increase in CCK transcription
and secretion was observed upon peptone stimulation. In
parallel, an increase in cAMP level was observed, suggesting
that the peptone-induced secretion of CCK in STC-1 cells
could be mediated via cAMP; however, whether this mech-
anism is functional in the enteroendocrine I cell remains to
be elucidated (15,18).

Other dietary components. Dietary fiber has been shown to
affect postprandial CCK release. In several studies, mainly vis-
cous soluble fibers produced a greater effect on postprandial
CCK secretion compared to low fiber or control meal (72,73).

Other dietary components, such as steroid glycosides from
H. gordonii, which is a plant grown in Africa that has been
shown to decrease food intake, as well as other bitter tastants,
have been shown to induce CCK release in enteroendocrine
cells lines. The mechanism was recently suggested to be asso-
ciated with bitter taste-sensing mechanisms coupled to hor-
mone release (74); however, their relevance in vivo remains
to be determined.

L cells: GLP-1, PYY, and GLP-2

L cells overview. GLP-1 was first described in 1983 by Bell
et al. (75) as a fragment of the proglucagon molecule. In a
later study in 1985, Schmidt et al. (76) described the potent
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insulinotropic actions of GLP-1 and it was therefore charac-
terized as the second incretin hormone (77).

Although L cells were initially classified due to the secre-
tion of GLP-1, they also secrete GLP-2, PYY, and oxyntumo-
dulin. PYY was initially isolated in the 1980s from porcine
intestine. Although PYY is released from L cells as a 36-
amino acid peptide, it is readily truncated by dipeptidylpep-
tidase IV, resulting in 2 circulating isoforms, PYY1-36 and
PYY3-36 (78,79).

Localization. The L cell is an open-type intestinal cell that
makes direct contact with the lumen of the gut and senses
the passage of nutrients along the gastrointestinal tract (6).
In keeping with K cells, L cells are scattered along the gastro-
intestinal tract; however, the highest density has been found
in the distal ileum and colon (80) and, as with other enter-
oendocrine cells, their secretory granules are harbored at
their base.

Recently, the morphology of L cells from the ileum and
colon has been studied more thoroughly by Bohorquez
et al. (80). They found that L cells in the ileum have a classic
L shape form with long extending basal processes, whereas
those present in the colon have a spindle- or sigmoidal-
like contour that weaves between epithelial cells while also
maintaining contact with both the lumen and lamina prop-
ria. These researchers suggest that this particular shape may
allow nutrient absorption and may result in gut hormones
being secreted in an endocrine and paracrine manner.

Biological actions: GLP-1, PYY, and GLP-2. GLP-1 con-
tributes to glucose homeostasis not only by potentiating in-
sulin release but also via its pancreatic and extra-pancreatic
actions, which contribute to the pleiotropic effects of this
hormone. GLP-1 has been shown to stimulate GIP secretion,
induce B-cell proliferation, increase insulin gene transcrip-
tion and mRNA stability, and suppress glucagon secretion
via direct interaction with the GLP-1 receptor in pancreatic
a-cells and indirectly via stimulation of somatostatin and in-
sulin secretion. Its extra-pancreatic actions include the inhibi-
tion of gastric acid secretion, gastric emptying and motility,
and modification of the nutrient entry rate into the circula-
tion; thus, it plays a key role in the regulation of blood glucose
levels (77). GLP-1 has also been characterized as a key regu-
lator of appetite and food intake by directly stimulating ano-
rectic pathways in the hypothalamus and brainstem and by
acting through the vagus nerve (1,81).

The biological action of PYY involves a wide range of di-
gestive functions, which include regulation of insulin secre-
tion, inhibition of gastric acid secretion, gastric emptying,
mouth-to-cecum transit time, and gallbladder contraction
in the cephalic phase in humans, with the latter functions
being carried out by the PYY, 3¢ isoform. On the other
hand, PYY3_s¢ has been shown to potently decrease appetite
and reduce weight gain at physiological levels (80,82). These
anorectic effects are mediated via interaction with the vagus
nerve and the hypothalamus (48). Of the 2 PYY isoforms,
PYY;_36, appears to be the dominant isoform in humans,

constituting ~65% of the circulating PYY during the fasting
state (83).

GLP-2 is a 33-amino acid peptide whose main biological
role has been associated with intestinotrophic actions, such
as crypt cell proliferation and reduction in enterocyte apo-
ptosis as well as enhancement of hexose transport, reduction
of epithelial permeability, improvement of gut barrier func-
tion, and reduction of gastric motility and acid secretion
(84,85).

Diet effects and mechanisms.

GLP-1. GLP-1 levels in plasma in the fasting state are typi-
cally in the 5-10 pmol/L range and they rise within 10-15
min after meal ingestion, reaching peak levels of 15-50
pmol/L around min 40 (6,81,86).

Although all macronutrients (proteins, carbohydrates,
and lipids) have been shown to stimulate GLP-1 secretion
(87), the magnitude of the response varies between nutrients
and the general consensus is that carbohydrates and lipids
are more potent stimulators of GLP-1 release than are pro-
teins (88-91).

Carbohydrates. Carbohydrate, and more specifically glu-
cose, is a potent stimulator of GLP-1 in vivo and in vitro, al-
though the underlying mechanisms for its stimulation are
still a matter of debate. The proposed mechanism includes
the closure of the KATP channel, SGLT1 activity, activation
of sweet taste receptors, and the proximal-distal loop path-
way. The latter was initially proposed to explain the early
phases of GLP-1 secretion, given that L cells are primarily lo-
cated in the distal part of the small intestine and colon (6).
However, it is now clear that direct exposure of enteroendo-
crine L cells to carbohydrates is also needed, because glucose-
induced GLP-1 secretion was severely diminished when the
infusion was limited to the proximal 60 cm of the intestine,
thereby leaving the ileum and colon (the richest source of L
cells) without stimulation (92).

Nielsen et al. (93) observed the presence of KIR6.2, a major
subunit of the KATP channel, in human L cells via immunos-
taining. Later, Reimann et al. (94) demonstrated that L cells
have functional KATP channels. However, because sulfonylu-
reas, which stimulate insulin secretion of B-cells by inducing
KATP channel closure, are unable to stimulate GLP-1 secretion
in humans (95), the implication of these channels in glucose-
stimulated GLP-1 secretion has been questioned.

Additionally, the principle glucose transporter on the lu-
minal surface, SGLT1, has been implicated in glucose stimu-
lation of GLP-1 secretion via its ability to trigger membrane
depolarization through electrogenic action (96). In fact, Phlo-
ridzin, which blocks SGLT1, has been shown to inhibit the re-
lease of GLP-1 completely in response to glucose in animal
models, demonstrating that contact with the intestinal mu-
cosa is not sufficient to stimulate GLP-1 secretion (97).

As discussed earlier, the presence of the taste receptor
machinery in enteroendocrine cell lines, animal models,
and humans (39,98,99) as well as the impairment in secret-
ing GLP-1 in response to an oral glucose load in a gustducin
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null mice (39,100) has suggested a role for sweet taste recep-
tors in the secretion of GLP-1. Although the ingestion of
sweeteners alone did not stimulate GLP-1 secretion in hu-
mans, the observation that sweeteners in combination with
carbohydrates stimulate glucose absorption (101) has raised
the question of whether this combination may have a synergis-
tic effect on incretin release (102). Brown et al. (103) observed
a synergistic effect of 75 g of glucose and diet soda (sucralose +
acesulfame K) in the secretion of GLP-1. In addition, Ger-
spach et al. (68) recently showed that glucose-induced GLP-
1 secretion was significantly diminished when lactisole, a sweet
taste receptor inhibitor, was also administered. The observed
effect was different when glucose was administered i.g. or in-
traduodenally, which suggests a complex regulation mecha-
nism (68). It seems that sweet taste receptors do play a role,
at least in glucose-induced GLP-1 secretion; however, sweet
taste receptors do not seem to be the only mechanism respon-
sible for GLP-1 releaseand more studies are needed to reveal
the exact role of these receptors in GLP-1 secretion.

Dietary fat. Fat, as previously mentioned, is a potent inducer
of GLP-1 release. However, the response to fat seems to be
delayed compared to the response to carbohydrates. The
length of fatty acids as well as the degree of unsaturation ap-
pears to influence the magnitude of the response (104,105).
Thomsen et al. (38) observed that GLP-1 secretion in
healthy humans was greater in response to olive oil (rich
in MUFA) than with butter (rich in SFA). The same effect,
although to a lesser degree, was observed years later by the
same author in patients with type 2 diabetes (106). In addi-
tion, Feltrin et al. (107) showed that when lauric acid (12
carbon atoms fatty acid) was administered intraduodenally,
it induced a significant GLP-1 response, whereas decanoic
acid (C10 fatty acid) did not. Another interesting finding
by Yoder et al. (108) was that the lipid-induced response
of GLP-1 secretion in rats appears to be dose dependent
when administered intraduodenally.

In vitro and in vivo studies have tried to elucidate the
mechanism for fat-induced GLP-1 secretion. The hydrolysis
of TG into FFA appears to be necessary for its stimulation,
because several authors have reported that in the presence
of orlistat, a lipase inhibitor, the GLP-1 response in humans
is significantly attenuated (61,105,109). Beglinger (105) also
found that administration of a CCK1R antagonist with long-
chain fatty acids, such as oleic acid (C18:1), severely dimin-
ished the secretion of GLP-1, suggesting that long-chain
fatty acids first stimulate CCK secretion, which subsequently
acts on CCKIR, initiating the response on GLP-1.

The presence of certain GPR, such as GPR119, -120, -40,
and -43, which are known as signaling mediators of fatty
acids, has been identified in the intestine and enteroendocrine
cells and cell lines (16,104,110,111), suggesting that these re-
ceptors play a role in the induction of fat-induced gut hor-
mone secretion. Hirasawa et al. (104) observed that GPR120
functions as a receptor for unsaturated long-chain fatty acids,
promoting the secretion of GLP-1 in vivo and in vitro with a
parallel, transient increase in intracellular calcium (63). Edfalk
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etal. (16) showed coexpression of GPR40 with GLP-1 in GLP-
1-producing cells and observed a decreased response to fat-
induced GLP-1 in GPR40 null mice. Chu et al. (110) found
that activating GPR119, a receptor of the naturally occurring
lipid oleoylethanolamide, with an agonist significantly in-
creased GLP-1 and improved glucose tolerance (112).

Proteins. Proteins are weak stimulators of GLP-1 release
(89,90); however, it seems that protein hydrolysis is necessary.
Different proteins have been shown to induce differential re-
sponses to GLP-1; for instance, whey protein exerts a signifi-
cant major increase in postprandial GLP-1 levels compared to
casein (113). This effect has been associated with the amino
acid profile of the proteins. Reimann et al. (114) observed
the effects of different amino acids in GLP-1 secretion in
GLUTag cells, an enteroendocrine cell line, and found that
glutamine was the most potent, whereas phenylalanine or ar-
ginine had no effect. The effect of glutamine was confirmed in
healthy, obese, and diabetic participants (115). Another study
even found that the consumption of glutamine before a
mixed meal increased postprandial GLP-1 secretion, thereby
improving glucose levels in type 2 diabetic individuals
(116). More recently, Tolhurst et al. (117) confirmed this ef-
fect in isolated mouse L cells. They found that the mechanism
was associated with an increase in cAMP and cytosolic Ca*".
Although it is not clear whether the stimulation is from the
apical or basolateral surface, they suggest the possible exis-
tence of a glutamine-responsive membrane receptor coupled
to Gs signaling pathways. Le Neve et al. (118) recently showed
in the NCI-H716 cell line, a human enteroendocrine cell line,
that GLP-1 secretion was induced by selective tetrapeptides
and was accompanied by an increase in intracellular calcium.
They ruled out any specific amino acid induction, because
neither the shorter peptides nor the corresponding amino
acids were able to elicit a response. In contrast to the effects
seen in other cell lines, they observed no changes in cAMP.
They discussed that although the nature of the sensor and
the intracellular mechanisms underlying stimulus-secretion
coupling remain unknown, it probably involves store-operated
calcium channels, because the addition of 2-Aminoethoxydi-
phenyl borate, a store-operated calcium channel inhibitor, ab-
olished both the [Ca®"]i response and the GLP-1 release from
NCI-H716 cells (118).

Results found by other authors in STC-1 cells, an enter-
oendocrine cell line model (119), suggest that Na-coupled
neutral amino acid transporter 2 could also be a possible
candidate for sensing amino acids, resulting in membrane
depolarization, and thereby allowing an increase in intracel-
lular calcium in enteroendocrine cells. Despite the consider-
able advances made in our understanding of protein and
amino acid sensing in enteroendocrine cells, it is clear that
more research is needed to fully characterize the mecha-
nisms underlying GLP-1 secretion induced by proteins.

Other diet components. Other dietary components have
been shown to influence GLP-1 levels. Basal GLP-1 levels
have been observed to be significantly increased in obese
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rodents with chronic administration of the prebiotic fiber oli-
gofructose compared to the nonfermentable fiber cellulose
(120). In the same line, chronic administration of nondiges-
tible carbohydrates in humans, which are fermented by
intestinal microflora, have been shown to increase postpran-
dial GLP-1 levels. Cani et al. (120) showed that the latter effect
was positively associated with breath hydrogen excretion, thus
suggesting that the increase in GLP-1 levels could be related to
production of SCFA produced by bacterial fermentation. In-
deed, the SCFA receptor GPR43 has been positively identified
in L cells (121). Moreover, Kaji et al. (122) recently showed
that feeding rats with a fructooligosaccharide-containing
diet increased the densities of the GPR43-positive enteroen-
docrine cells in the proximal colon by over 2-fold compared
to controls. Furthermore, the mechanisms of SCFA induction
in GLP-1 levels have been associated with intestinal differen-
tiation of stem cells into L cells as well as the promotion of
GLP-1 synthesis in the lower part of the gut (123). Other di-
etary fibers, such as resistant starch, increased basal and post-
prandial levels of GLP-1 in rodents (124). The intake of wheat
fiber for >9 mo in hyperinsulinemic subjects was sufficient to
increase postprandial GLP-1 levels (4).

Other dietary components, such as capsaicin, the pun-
gent principle in hot red peppers or chiles, have been shown
to mildly increase the secretion of GLP-1. The authors sug-
gested that these could be associated with increased gastric
emptying, resulting in earlier stimulation of L cells (125).
However, because this is the first study to observe this effect,
it is clear that more studies are needed to elucidate the effect
of capsaicin on gut hormone release.

PYY

PYY concentrations rise within 15-30 min after meal inges-
tion and appear to be initiated by an indirect neuronal re-
flex, because its release occurred before the meal could
trigger PYY secretion from colon cells (126). PYY secretion
is stimulated by different macronutrients and is partially re-
lated to the calories ingested. Although it has been generally
observed that fat is the most potent stimulator of PYY re-
lease in humans (48,127-129), other authors have reported
that protein-rich diets cause the greatest increase in PYY
levels in healthy and obese humans as well as in rodents.
The latter is associated with a greater satiety effect (83). In
most cases, carbohydrates appear to be the less potent secre-
tagogues of PYY. Lomenick et al. (129) have also shown that
the response to different macronutrients varies between
normal weight and obese individuals. In obese subjects,
fat- and carbohydrate-induced PYY secretion was signifi-
cantly reduced compared to lean subjects, whereas the re-
sponse induced by protein increased. Batterham et al.
(83), on the other hand, found that PYY secretion decreased
in obese subjects upon stimulation with all macronutrients.
Although the variations observed in these 2 studies are in-
consistent, it is clear that obese subjects have a modified re-
sponse to PYY secretion induced by macronutrients. The
reason for this effect, although unknown, could be associ-
ated with modifications to other physiological signals or

alterations in the sensing mechanisms of enteroendocrine
cells in the obese state.

Fat. Fat has been shown to be a potent inductor of PYY secre-
tion, and the hydrolysis of TG appears to be essential for this
process, because the administration of orlistat almost com-
pletely abolished fat-induced PPY secretion. More recently,
Hata et al. (130) found that inhibition of intestinal micro-
somal TG transfer protein, which is the protein responsible
for packing TG into chylomicrons, produced an increase in
PYY secretion. In parallel, they found an increased concentra-
tion of FFA in the intestinal lumen, suggesting that this in-
crease may be associated with the observed increase in PYY.
However, the time course for both events was inconsistent;
therefore, further investigation is needed (130). In the same
study, the researchers also found elevated concentrations of
TG in the intestinal tissue, an expected finding given that mi-
crosomal TG transfer protein catalyzes TG packing into chy-
lomicrons. However, this result raises the question of whether
the lipid content in the enterocyte may play a role in enteroen-
docrine cell stimulation.

The length of fatty acids also plays an important role, be-
cause only long-chain fatty acids (as oleic acid; C18:1) induced
a response, whereas medium-chain fatty acids (caprilic acid;
C8:0) did not induce any response. In addition, the adminis-
tration of a CCK-1R antagonist in healthy subjects almost at-
tenuated the long-chain fatty acid-induced PYY secretion,
suggesting that the induction of PYY secretion by long-chain
fatty acids is partly through CCK stimulation (60). As per the
present data, it would be interesting to study fatty acid induc-
tion in PYY secretion in isolated L cells to determine whether
CCK alone is responsible for the long-chain fatty acid-induced
response in PYY.

Carbohydrates. Recently, Gerspach et al. (68) showed that
i.g. glucose-induced PYY secretion was significantly decreased
in the presence of lactisole, a sweet taste receptor antagonist
in healthy men; however, the latter effect was not seen with
the administration of a mixed meal. Thus, they suggest that
glucose-induced PYY secretion could be partially mediated
by this sweet taste receptor; however, the secretion induced by
the other components of the mixed meal (protein and fat)
may involve other sensors present in enteroendocrine cells in ad-
dition to outweighing the effect induced by glucose.

Other dietary components. Dietary fiber has been shown to
modulate PYY secretion and this effect has been associated
with the rheological properties of fiber. The reduction in vis-
cosity in oat bran beverages significantly increased PYY se-
cretion (131). Although another study also reported an
increase in PYY secretion due to the addition of psyllium fi-
ber (132), this effect was not notably clear, because the mac-
ronutrient composition between the test meals and the
control meal differed with respect to carbohydrate and,
more importantly, fat content. Given that fat is a potent in-
ductor of PYY secretion, this effect may not be entirely due
to the addition of fiber.
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Chronic ingestion of prebiotics, such as fructooligosac-
charides and resistant starch, has also been shown to increase
levels of PYY in humans and rodents (120,124,133), This
property has been associated with the fermentation of nondi-
gestible polysaccharides by the gut microbiota, which produce
SCFA that are thought to stimulate enteroendocrine cells (4).

GLP-2

Although the dietary sensing mechanisms of L cells in rela-
tion to GLP-1 secretion have been well studied, their specific
effects on the secretion of GLP-2 have not been evaluated.
Only Cani et al. (5) have shown that upon chronic adminis-
tration of oligofructose, a prebiotic fiber to obese mice, basal
levels of GLP-2 and GLP-1 increased (120). One can specu-
late that because they are secreted from the same enteroen-
docrine cell type, their secretion pathways are similar;
however, further research is needed.

Conclusions

This review summarizes the current knowledge concerning
dietary effects and interactions with enteroendocrine cells.
In the last few years, new molecular techniques have resulted
in important advances in our knowledge of the food-sensing
mechanisms of enteroendocrine cells, allowing a deeper
understanding of these processes. It is clear that food com-
position, macronutrients, and other non-nutrient compo-
nents as well as the physical properties of food not only
affect the secretion of gut peptides but also their transcrip-
tion and the differentiation of enteroendocrine cells, which
ultimately modifies gut hormone responses.

The role of gut hormones in the maintenance of metabolic
homeostasis and their observed alterations in metabolic dis-
eases, such as obesity and type 2 diabetes, has resulted in their
being considered as possible targets for the prevention and
treatment of these diseases (1). Data have shown that obese
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dependent glucose transporter 1.
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and type 2 diabetic subjects have an increased response to
GIP secretion after the ingestion of a meal (10,77). In fact,
GIP has been established as a possible link between overnutri-
tion and obesity. In a mouse model of obesity induced by a
high-fat diet and in 0b/ob mice, antagonism of the GIP receptor
or GIP knockout was able to prevent or revert some of the met-
abolic disturbances (32), thereby raising the possibility of target-
ing GIP secretion or its activity to prevent the metabolic
complications associated with obesity (30,31). In addition,
GLP-1 analogs are currently a line of treatment for type 2 dia-
betes due to their effects on incretin and in satiety mechanisms
(134,135). Finally, in bariatric surgeries, such as Roux-en-Y gas-
tric by-pass or sleeve gastrectomy, the observed improvement in
patients is accompanied by modifications in the gut hormone
profile, suggesting a link between the observed weight reduction
and the metabolic improvement of gut hormones (78,79).

As discussed throughout this review, gut hormones, such
as GIP, CCK, GLP-1, and PYY, play a key role in glucose ho-
meostasis, lipid metabolism, energy expenditure, and food
intake. The different macronutrients and non-nutrient com-
ponents of the diet have a strong influence over the secretion
of these hormones. Dietary fat is a potent inductor of GIP
and CCK secretion and carbohydrates, specifically glucose,
appear to be the major secretagogue of GLP-1, whereas
PYY seems to be induced by fat and proteins. Moreover,
SCFA produced by gut microbiota because of dietary fiber
ingestion have also been shown to modify fasting levels of
gut hormones secreted by L cells, highlighting the complex
regulation of gastrointestinal peptides (Fig. 2).

An interesting finding is that GPR play a major role in the
sensing mechanisms not only for fatty acids but also for car-
bohydrates and possibly for sweeteners in the form of taste
receptors as well as for certain amino acids.

Although further research is still needed to completely
elucidate the sensing mechanisms in these cells and to be
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able to modulate gut hormones specifically through diet, re-
cent advances have revealed that dietary manipulations are a
promising strategy for preventing and treating metabolic
diseases, such as obesity and type 2 diabetes, which currently
present a considerable public health burden. In addition,
novel findings may help to elucidate whether the gut hor-
mone modifications observed in metabolic diseases are a
cause or a consequence of these disorders.

Acknowledgments

We are grateful to Dr. Adolfo Garcia-Sainz and Dr. Andrea
Diaz-Villasefior for graciously revising the manuscript. All
authors have read and approved the final manuscript.

Literature Cited

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Murphy KG, Bloom SR. Gut hormones and the regulation of energy
homeostasis. Nature. 2006;444:854—9.

. Murphy KG, Dhillo WS, Bloom SR. Gut peptides in the regulation of

food intake and energy homeostasis. Endocr Rev. 2006;27:719-27.

. Garcia-Martinez JM, Chocarro-Calvo A, Moya CM, Garcia-Jimenez

C. WNT/beta-catenin increases the production of incretins by entero-
endocrine cells. Diabetologia. 2009;52:1913-24.

. Freeland KR, Wilson C, Wolever TM. Adaptation of colonic fermen-

tation and glucagon-like peptide-1 secretion with increased wheat fi-
bre intake for 1 year in hyperinsulinaemic human subjects. Br ] Nutr.
2010;103:82-90.

. Cani PD, Possemiers S, Van de Wiele T, Guiot Y, Everard A, Rottier O,

Geurts L, Naslain D, Neyrinck A, Lambert DM, et al. Changes in gut
microbiota control inflammation in obese mice through a mechanism
involving GLP-2-driven improvement of gut permeability. Gut. 2009;
58:1091-103.

. Tolhurst G, Reimann F, Gribble FM. Nutritional regulation of glucagon-

like peptide-1 secretion. J Physiol. 2009;587:27-32.

. Schonhoff SE, Giel-Moloney M, Leiter AB. Minireview: development

and differentiation of gut endocrine cells. Endocrinology. 2004;145:
2639-44.

. Gerbe F, van Es JH, Makrini L, Brulin B, Mellitzer G, Robine S,

Romagnolo B, Shroyer NE Bourgaux JE Pignodel C, et al. Distinct
ATOHI and Neurog3 requirements define tuft cells as a new secretory
cell type in the intestinal epithelium. J Cell Biol. 2011;192:767-80.

. Crosnier C, Stamataki D, Lewis J. Organizing cell renewal in the intes-

tine: stem cells, signals and combinatorial control. Nat Rev Genet.
2006;7:349-59.

Cho YM, Kieffer TJ. K-cells and glucose-dependent insulinotropic
polypeptide in health and disease. Vitam Horm. 2010;84:111-50.
Moran GW, Leslie FC, Levison SE, McLaughlin JT. Enteroendocrine
cells: neglected players in gastrointestinal disorders? Therap Adv Gas-
troenterol. 2008;1:51-60.

Jenny M, Uhl C, Roche C, Duluc I, Guillermin V, Guillemot F, Jensen
J, Kedinger M, Gradwohl G. Neurogenin3 is differentially required for
endocrine cell fate specification in the intestinal and gastric epithe-
lium. EMBO J. 2002;21:6338-47.

Hocker M, Wiedenmann B. Molecular mechanisms of enteroendo-
crine differentiation. Ann N Y Acad Sci. 1998;859:160-74.

Mellitzer G, Beucher A, Lobstein V, Michel P, Robine S, Kedinger M,
Gradwohl G. Loss of enteroendocrine cells in mice alters lipid absorp-
tion and glucose homeostasis and impairs postnatal survival. J Clin
Invest. 2010;120:1708-21.

Choi S, Lee M, Shiu AL, Yo SJ, Hallden G, Aponte GW. GPR93 acti-
vation by protein hydrolysate induces CCK transcription and secre-
tion in STC-1 cells. Am ] Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2007;
292:G1366-75.

Edfalk S, Steneberg P, Edlund H. Gpr40 is expressed in enteroendo-
crine cells and mediates free fatty acid stimulation of incretin secre-
tion. Diabetes. 2008;57:2280-7.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Engelstoft MS, Egerod KL, Holst B, Schwartz TW. A gut feeling for
obesity: 7TM sensors on enteroendocrine cells. Cell Metab. 2008;8:
447-9.

Liou AP, Chavez DI, Espero E, Hao S, Wank SA, Raybould HE. Protein
hydrolysate-induced cholecystokinin secretion from enteroendocrine
cells is indirectly mediated by the intestinal oligopeptide transporter
PepT1. Am ] Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2011;300:G895-902.
Brown JC. A gastric inhibitory polypeptide. I. The amino acid compo-
sition and the tryptic peptides. Can J Biochem. 1971;49:255-61.
Dupre ], Ross SA, Watson D, Brown JC. Stimulation of insulin secre-
tion by gastric inhibitory polypeptide in man. J Clin Endocrinol
Metab. 1973;37:826-8.

Buffa R, Polak JM, Pearse AG, Solcia E, Grimelius L, Capella C. Iden-
tification of the intestinal cell storing gastric inhibitory peptide. His-
tochemistry. 1975;43:249-55.

Theodorakis MJ, Carlson O, Michopoulos S, Doyle ME, Juhaszova M,
Petraki K, Egan JM. Human duodenal enteroendocrine cells: source of
both incretin peptides, GLP-1 and GIP. Am ] Physiol Endocrinol
Metab. 2006;290:E550-9.

Mortensen K, Christensen LL, Holst JJ, Orskov C. GLP-1 and GIP are
colocalized in a subset of endocrine cells in the small intestine. Regul
Pept. 2003;114:189-96.

Fujita Y, Chui JW, King DS, Zhang T, Seufert ], Pownall S, Cheung AT,
Kieffer TJ. Pax6 and Pdxl1 are required for production of glucose-
dependent insulinotropic polypeptide in proglucagon-expressing L
cells. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2008;295:E648-57.

Parker HE, Habib AM, Rogers GJ, Gribble FM, Reimann E Nutrient-
dependent secretion of glucose-dependent insulinotropic polypeptide
from primary murine K cells. Diabetologia. 2009;52:289-98.
Tsukiyama K, Yamada Y, Yamada C, Harada N, Kawasaki Y, Ogura M,
Bessho K, Li M, Amizuka N, Sato M, et al. Gastric inhibitory polypep-
tide as an endogenous factor promoting new bone formation after
food ingestion. Mol Endocrinol. 2006;20:1644-51.

Ding KH, Shi XM, Zhong Q, Kang B, Xie D, Bollag WB, Bollag R],
Hill W, Washington W, Mi QS, et al. Impact of glucose-dependent in-
sulinotropic peptide on age-induced bone loss. ] Bone Miner Res.
2008;23:536—43.

Getty-Kaushik L, Song DH, Boylan MO, Corkey BE, Wolfe MM.
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide modulates adipocyte
lipolysis and reesterification. Obesity (Silver Spring). 2006;14:1124-31.
Kim SJ, Nian C, McIntosh CH. Resistin is a key mediator of glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP) stimulation of lipoprotein
lipase (LPL) activity in adipocytes. ] Biol Chem. 2007;282:34139—47.
Irwin N, Flatt PR. Evidence for beneficial effects of compromised gas-
tric inhibitory polypeptide action in obesity-related diabetes and pos-
sible therapeutic implications. Diabetologia. 2009;52:1724-31.
Miyawaki K, Yamada Y, Ban N, Ihara Y, Tsukiyama K, Zhou H,
Fujimoto S, Oku A, Tsuda K, Toyokuni S, et al. Inhibition of gastric
inhibitory polypeptide signaling prevents obesity. Nat Med. 2002;8:
738-42.

McClean PL, Irwin N, Cassidy RS, Holst JJ, Gault VA, Flatt PR. GIP re-
ceptor antagonism reverses obesity, insulin resistance, and associated
metabolic disturbances induced in mice by prolonged consumption of
high-fat diet. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2007;293:E1746-55.
Song DH, Getty-Kaushik L, Tseng E, Simon J, Corkey BE, Wolfe MM.
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide enhances adipocyte
development and glucose uptake in part through Akt activation. Gas-
troenterology. 2007;133:1796—805.

Fulurija A, Lutz TA, Sladko K, Osto M, Wielinga PY, Bachmann ME,
Saudan P. Vaccination against GIP for the treatment of obesity. PLoS
ONE. 2008;3:e3163.

Elliott RM, Morgan LM, Tredger JA, Deacon S, Wright ], Marks V.
Glucagon-like peptide-1 (7-36)amide and glucose-dependent insuli-
notropic polypeptide secretion in response to nutrient ingestion in
man: acute post-prandial and 24-h secretion patterns. ] Endocrinol.
1993;138:159-66.

Drucker DJ. The role of gut hormones in glucose homeostasis. J Clin
Invest. 2007;117:24-32.

Diet interaction with enteroendocrine cells 17

2102 ‘v Aenuep uo uelopy eyos Aq B10 UONLINU SBOUBADPE WOI) PEPEOJUMOQ


http://advances.nutrition.org/

1071l An International Review Journal

2

Advances in Nutri

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Eng FY, Ones T, Akin HL, Dede F, Turoglu HT, Ulfer G, Bekiroglu N,
Haklar G, Rehfeld JF, Holst J], et al. Orlistat accelerates gastric emp-
tying and attenuates GIP release in healthy subjects. Am J Physiol Gas-
trointest Liver Physiol. 2009;296:G482-9.

Thomsen C, Rasmussen O, Lousen T, Holst JJ, Fenselau S, Schrezenmeir
J, Hermansen K. Differential effects of saturated and monounsaturated
fatty acids on postprandial lipemia and incretin responses in healthy
subjects. Am J Clin Nutr. 1999;69:1135-43.

Jang HJ, Kokrashvili Z, Theodorakis MJ, Carlson OD, Kim BJ, Zhou J,
Kim HH, Xu X, Chan SL, Juhaszova M, et al. Gut-expressed gustducin
and taste receptors regulate secretion of glucagon-like peptide-1. Proc
Natl Acad Sci USA. 2007;104:15069—74.

Margolskee RF, Dyer ], Kokrashvili Z, Salmon KS, Ilegems E, Daly K,
Maillet EL, Ninomiya Y, Mosinger B, Shirazi-Beechey SP. TIR3 and
gustducin in gut sense sugars to regulate expression of Na+-glucose
cotransporter 1. Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104:15075-80.

Fujita Y, Wideman RD, Speck M, Asadi A, King DS, Webber TD,
Haneda M, Kieffer TJ. Incretin release from gut is acutely enhanced
by sugar but not by sweeteners in vivo. Am J Physiol Endocrinol Metab.
2009;296:E473-9.

Renwick AG, Molinary SV. Sweet-taste receptors, low-energy sweeteners,
glucose absorption and insulin release. Br ] Nutr. 2010;104:1415-20.
Wolfe MM, Zhao KB, Glazier KD, Jarboe LA, Tseng CC. Regulation of
glucose-dependent insulinotropic polypeptide release by protein in
the rat. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2000;279:G561-6.
Karamanlis A, Chaikomin R, Doran S, Bellon M, Bartholomeusz FD,
Wishart JM, Jones KL, Horowitz M, Rayner CK. Effects of protein on
glycemic and incretin responses and gastric emptying after oral glu-
cose in healthy subjects. Am J Clin Nutr. 2007;86:1364-8.

Carr RD, Larsen MO, Winzell MS, Jelic K, Lindgren O, Deacon CF,
Ahren B. Incretin and islet hormonal responses to fat and protein in-
gestion in healthy men. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2008;295:
E779-84.

Nilsson M, Stenberg M, Frid AH, Holst JJ, Bjorck IM. Glycemia and
insulinemia in healthy subjects after lactose-equivalent meals of milk
and other food proteins: the role of plasma amino acids and incretins.
Am J Clin Nutr. 2004;80:1246-53.

Frid AH, Nilsson M, Holst JJ, Bjorck IM. Effect of whey on blood glu-
cose and insulin responses to composite breakfast and lunch meals in
type 2 diabetic subjects. Am J Clin Nutr. 2005;82:69-75.

Karhunen L], Juvonen KR, Huotari A, Purhonen AK, Herzig KH. Ef-
fect of protein, fat, carbohydrate and fibre on gastrointestinal peptide
release in humans. Regul Pept. 2008;149:70-8.

Johnston KL, Clifford MN, Morgan LM. Coffee acutely modifies gastro-
intestinal hormone secretion and glucose tolerance in humans: glycemic
effects of chlorogenic acid and caffeine. Am J Clin Nutr. 2003;78:728-33.
Beaudoin MS, Robinson LE, Graham TE. An oral lipid challenge and
acute intake of caffeinated coffee additively decrease glucose tolerance
in healthy men. J Nutr. 2011;141:574-81.

Liddle RA. Cholecystokinin cells. Annu Rev Physiol. 1997;59:221-42.
Johnson LR, editor. Physiology of the gastrointestinal tract. 4th ed.
Burlington, MA: Elsevier Academic Press; 2006.

Dockray GJ. Cholecystokinin and gut-brain signalling. Regul Pept.
2009;155:6-10.

Moran TH, Kinzig KP. Gastrointestinal satiety signals II. Cholecysto-
kinin. Am ] Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2004;286:G183-8.
Chandra R, Samsa LA, Vigna SR, Liddle RA. Pseudopod-like basal cell
processes in intestinal cholecystokinin cells. Cell Tissue Res. 2010;341:
289-97.

Green T, Dimaline R, Peikin S, Dockray GJ. Action of the cholecysto-
kinin antagonist L364,718 on gastric emptying in the rat. Am J Phys-
iol. 1988;255:G685-9.

Holzer HH, Turkelson CM, Solomon TE, Raybould HE. Intestinal
lipid inhibits gastric emptying via CCK and a vagal capsaicin-sensitive
afferent pathway in rats. Am J Physiol. 1994;267:G625-9.

Cheung GW, Kokorovic A, Lam CK, Chari M, Lam TK. Intestinal
cholecystokinin controls glucose production through a neuronal net-
work. Cell Metab. 2009;10:99-109.

Moran-Ramos et al.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

McLaughlin J, Grazia Luca M, Jones MN, D’Amato M, Dockray GJ,
Thompson DG. Fatty acid chain length determines cholecystokinin
secretion and effect on human gastric motility. Gastroenterology.
1999;116:46-53.

Degen L, Matzinger D, Drewe ], Nissle S, Maecke H, Lengsfeld H,
Hadvary P, Beglinger C. Role of free fatty acids in regulating gastric
emptying and gallbladder contraction. Digestion. 2006;74:131-9.
Ellrichmann M, Kapelle M, Ritter PR, Holst JJ, Herzig KH, Schmidt
WE, Schmitz F, Meier JJ. Orlistat inhibition of intestinal lipase acutely
increases appetite and attenuates postprandial glucagon-like peptide-
1-(7-36)-amide-1, cholecystokinin, and peptide YY concentrations.
J Clin Endocrinol Metab. 2008;93:3995-8.

McLaughlin J. Long-chain fatty acid sensing in the gastrointestinal
tract. Biochem Soc Trans. 2007;35:1199-202.

Tanaka T, Katsuma S, Adachi T, Koshimizu TA, Hirasawa A, Tsujimoto
G. Free fatty acids induce cholecystokinin secretion through GPR120.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2008;377:523—7.

Fujimoto K, Cardelli JA, Tso P. Increased apolipoprotein A-IV in rat
mesenteric lymph after lipid meal acts as a physiological signal for sa-
tiation. Am J Physiol. 1992;262:G1002-6.

. Kalogeris TJ, Monroe F, Demichele SJ, Tso P. Intestinal synthesis and

lymphatic secretion of apolipoprotein A-IV vary with chain length of
intestinally infused fatty acids in rats. ] Nutr. 1996;126:2720-9.
Glatzle ], Darcel N, Rechs AJ, Kalogeris TJ, Tso P, Raybould HE. Ap-
olipoprotein A-IV stimulates duodenal vagal afferent activity to in-
hibit gastric motility via a CCKI1 pathway. Am ] Physiol Regul
Integr Comp Physiol. 2004;287:R354-9.

Lo CM, Zhang DM, Pearson K, Ma L, Sun W, Sakai RR, Davidson WS,
Liu M, Raybould HE, Woods SC, et al. Interaction of apolipoprotein
AIV with cholecystokinin on the control of food intake. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol. 2007;293:R1490—4.

Gerspach AC, Steinert RE, Schonenberger L, Graber-Maier A, Beglinger
C. The role of the gut sweet taste receptor in regulating GLP-1, PYY and
CCK release in humans. Am ] Physiol Endocrinol Metab. Epub 2011
May 1.

Bowen ], Noakes M, Trenerry C, Clifton PM. Energy intake, ghrelin,
and cholecystokinin after different carbohydrate and protein preloads
in overweight men. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91:1477-83.
Wang Y, Chandra R, Samsa LA, Gooch B, Fee BE, Cook JM, Vigna SR,
Grant AQ, Liddle RA. Amino acids stimulate cholecystokinin release
through the Ca2+-sensing receptor. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol. 2011;300:G528-37.

Nakajima S, Hira T, Eto Y, Asano K, Hara H. Soybean beta 51-63 pep-
tide stimulates cholecystokinin secretion via a calcium-sensing recep-
tor in enteroendocrine STC-1 cells. Regul Pept. 2010;159:148-55.
Bourdon I, Yokoyama W, Davis P, Hudson C, Backus R, Richter D,
Knuckles B, Schneeman BO. Postprandial lipid, glucose, insulin,
and cholecystokinin responses in men fed barley pasta enriched
with beta-glucan. Am J Clin Nutr. 1999;69:55-63.

Bourdon I, Olson B, Backus R, Richter BD, Davis PA, Schneeman BO.
Beans, as a source of dietary fiber, increase cholecystokinin and apolip-
oprotein b48 response to test meals in men. J Nutr. 2001;131:1485-90.
Le Nevé B, Foltz M, Daniel H, Gouka R. The steroid glycoside H.g.-12
from Hoodia gordonii activates the human bitter receptor TAS2R14
and induces CCK release from HuTu-80 cells. Am J Physiol Gastroint-
est Liver Physiol. 2010;299:G1368-75.

Bell GI, Sanchez-Pescador R, Laybourn PJ, Najarian RC. Exon dupli-
cation and divergence in the human preproglucagon gene. Nature.
1983;304:368-71.

Schmidt WE, Siegel EG, Creutzfeldt W. Glucagon-like peptide-1 but
not glucagon-like peptide-2 stimulates insulin release from isolated
rat pancreatic islets. Diabetologia. 1985;28:704-7.

Kim W, Egan JM. The role of incretins in glucose homeostasis and di-
abetes treatment. Pharmacol Rev. 2008;60:470-512.

Wren AM, Bloom SR. Gut hormones and appetite control. Gastroen-
terology. 2007;132:2116-30.

Field BC, Chaudhri OB, Bloom SR. Bowels control brain: gut hor-
mones and obesity. Nat Rev Endocrinol. 2010;6:444-53.

2102 ‘v Aenuep uo uelopy eyos Aq B10 UONLINU SBOUBADPE WOI) PEPEOJUMOQ


http://advances.nutrition.org/

1071l An International Review Journal

2

Advances in Nutri

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Bohorquez DV, Chandra R, Samsa LA, Vigna SR, Liddle RA. Charac-
terization of basal pseudopod-like processes in ileal and colonic PYY
cells. ] Mol Histol. 2011;42:3-13.

Drucker DJ. The biology of incretin hormones. Cell Metab. 2006;3:
153-65.

Batterham RL, Cohen MA, Ellis SM, Le Roux CW, Withers DJ, Frost
GS, Ghatei MA, Bloom SR. Inhibition of food intake in obese subjects
by peptide YY3-36. N Engl ] Med. 2003;349:941-8.

Batterham RL, Heffron H, Kapoor S, Chivers JE, Chandarana K,
Herzog H, Le Roux CW, Thomas EL, Bell JD, Withers DJ. Critical
role for peptide YY in protein-mediated satiation and body-weight
regulation. Cell Metab. 2006;4:223-33.

Benjamin MA, McKay DM, Yang PC, Cameron H, Perdue MH.
Glucagon-like peptide-2 enhances intestinal epithelial barrier function
of both transcellular and paracellular pathways in the mouse. Gut.
2000;47:112-9.

Burrin DG, Petersen Y, Stoll B, Sangild P. Glucagon-like peptide 2: a
nutrient-responsive gut growth factor. J Nutr. 2001;131:709-12.
Holst JJ. The physiology of glucagon-like peptide 1. Physiol Rev. 2007;
87:1409-39.

Reimann F. Molecular mechanisms underlying nutrient detection by
incretin-secreting cells. Int Dairy J. 2010;20:236—-42.

Lu WJ, Yang Q, Sun W, Woods SC, D’Alessio D, Tso P. The regulation
of the lymphatic secretion of glucagon-like peptide-1 (GLP-1) by in-
testinal absorption of fat and carbohydrate. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol. 2007;293:G963-71.

Wu T, Rayner CK, Jones K, Horowitz M. Dietary effects on incretin
hormone secretion. Vitam Horm. 2010;84:81-110.

Parker HE, Reimann F, Gribble FM. Molecular mechanisms underlying
nutrient-stimulated incretin secretion. Expert Rev Mol Med. 2010;12:el.
Nauck MA, Vardarli I, Deacon CF, Holst JJ, Meier JJ. Secretion of
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) in type 2 diabetes: what is up, what
is down? Diabetologia. 2011;54:10-8.

Little TJ, Doran S, Meyer JH, Smout AJ, O’'Donovan DG, Wu KL,
Jones KL, Wishart J, Rayner CK, Horowitz M, et al. The release of
GLP-1 and ghrelin, but not GIP and CCK, by glucose is dependent
upon the length of small intestine exposed. Am J Physiol Endocrinol
Metab. 2006;291:E647-55.

Nielsen LB, Ploug KB, Swift P, Orskov C, Jansen-Olesen I, Chiarelli F,
Holst JJ, Hougaard P, Porksen S, Holl R, et al. Co-localisation of
the Kir6.2/SURI1 channel complex with glucagon-like peptide-1 and
glucose-dependent insulinotrophic polypeptide expression in human
ileal cells and implications for glycaemic control in new onset type
1 diabetes. Eur J Endocrinol. 2007;156:663-71.

Reimann F, Habib AM, Tolhurst G, Parker HE, Rogers GJ, Gribble
FM. Glucose sensing in L cells: a primary cell study. Cell Metab.
2008;8:532-9.

El-Ouaghlidi A, Rehring E, Holst JJ, Schweizer A, Foley J, Holmes D,
Nauck MA. The dipeptidyl peptidase 4 inhibitor vildagliptin does not
accentuate glibenclamide-induced hypoglycemia but reduces glucose-
induced glucagon-like peptide 1 and gastric inhibitory polypeptide se-
cretion. J Clin Endocrinol Metab. 2007;92:4165-71.

Gribble FM, Williams L, Simpson AK, Reimann F. A novel glucose-
sensing mechanism contributing to glucagon-like peptide-1 secretion
from the GLUTag cell line. Diabetes. 2003;52:1147-54.

Moriya R, Shirakura T, Ito J, Mashiko S, Seo T. Activation of sodium-
glucose cotransporter 1 ameliorates hyperglycemia by mediating in-
cretin secretion in mice. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2009;297:
E1358-65.

Rozengurt E, Sternini C. Taste receptor signaling in the mammalian
gut. Curr Opin Pharmacol. 2007;7:557-62.

Young RL, Sutherland K, Pezos N, Brierley SM, Horowitz M, Rayner
CK, Blackshaw LA. Expression of taste molecules in the upper gastro-
intestinal tract in humans with and without type 2 diabetes. Gut.
2009;58:337-46.

Kokrashvili Z, Mosinger B, Margolskee RE. Taste signaling elements
expressed in gut enteroendocrine cells regulate nutrient-responsive se-
cretion of gut hormones. Am J Clin Nutr. 2009;90:5822-5.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Mace OJ, Affleck ], Patel N, Kellett GL. Sweet taste receptors in rat
small intestine stimulate glucose absorption through apical GLUT2.
J Physiol. 2007;582:379-92.

Ma J, Bellon M, Wishart JM, Young R, Blackshaw LA, Jones KL,
Horowitz M, Rayner CK. Effect of the artificial sweetener, sucralose,
on gastric emptying and incretin hormone release in healthy sub-
jects. Am ] Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2009;296:G735-9.
Brown RJ, Walter M, Rother KI. Ingestion of diet soda before a glucose
load augments glucagon-like peptide-1 secretion. Diabetes Care. 2009;
32:2184-6.

Hirasawa A, Tsumaya K, Awaji T, Katsuma S, Adachi T, Yamada M,
Sugimoto Y, Miyazaki S, Tsujimoto G. Free fatty acids regulate gut incretin
glucagon-like peptide-1 secretion through GPR120. Nat Med. 2005;11:90—4.
Beglinger S, Drewe J, Schirra J, Goke B, D’Amato M, Beglinger C. Role
of fat hydrolysis in regulating glucagon-like peptide-1 secretion. J Clin
Endocrinol Metab. 2010;95:879-86.

Thomsen C, Storm H, Holst JJ, Hermansen K. Differential effects of
saturated and monounsaturated fats on postprandial lipemia and glu-
cagon-like peptide 1 responses in patients with type 2 diabetes. Am J
Clin Nutr. 2003;77:605-11.

Feltrin KL, Little TJ, Meyer JH, Horowitz M, Smout AJ, Wishart J,
Pilichiewicz AN, Rades T, Chapman IM, Feinle-Bisset C. Effects of in-
traduodenal fatty acids on appetite, antropyloroduodenal motility, and
plasma CCK and GLP-1 in humans vary with their chain length. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2004;287:R524-33.

Yoder SM, Yang Q, Kindel TL, Tso P. Stimulation of incretin secretion
by dietary lipid: is it dose dependent? Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol. 2009;297:G299-305.

O’Donovan D, Horowitz M, Russo A, Feinle-Bisset C, Murolo N,
Gentilcore D, Wishart JM, Morris HA, Jones KL. Effects of lipase in-
hibition on gastric emptying of, and on the glycaemic, insulin and car-
diovascular responses to, a high-fat/carbohydrate meal in type 2
diabetes. Diabetologia. 2004;47:2208—14.

Chu ZL, Carroll C, Alfonso J, Gutierrez V, He H, Lucman A, Pedraza
M, Mondala H, Gao H, Bagnol D, et al. A role for intestinal endocrine
cell-expressed g protein-coupled receptor 119 in glycemic control by
enhancing glucagon-like Peptide-1 and glucose-dependent insulino-
tropic Peptide release. Endocrinology. 2008;149:2038-47.

Tanaka T, Yano T, Adachi T, Koshimizu TA, Hirasawa A, Tsujimoto G.
Cloning and characterization of the rat free fatty acid receptor
GPR120: in vivo effect of the natural ligand on GLP-1 secretion and
proliferation of pancreatic beta cells. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol. 2008;377:515-22.

Lauffer LM, Iakoubov R, Brubaker PL. GPR119 is essential for
oleoylethanolamide-induced glucagon-like peptide-1 secretion from
the intestinal enteroendocrine L-cell. Diabetes. 2009;58:1058—66.
Hall WL, Millward DJ, Long SJ, Morgan LM. Casein and whey exert
different effects on plasma amino acid profiles, gastrointestinal hor-
mone secretion and appetite. Br ] Nutr. 2003;89:239-48.

Reimann E Williams L, da Silva Xavier G, Rutter GA, Gribble FM.
Glutamine potently stimulates glucagon-like peptide-1 secretion
from GLUTag cells. Diabetologia. 2004;47:1592—-601.

Greenfield JR, Farooqi IS, Keogh JM, Henning E, Habib AM, Blackwood
A, Reimann F, Holst JJ, Gribble FM. Oral glutamine increases circulating
glucagon-like peptide 1, glucagon, and insulin concentrations in lean,
obese, and type 2 diabetic subjects. Am J Clin Nutr. 2009;89:106—13.
Samocha-Bonet D, Wong O, Synnott EL, Piyaratna N, Douglas A,
Gribble FM, Holst JJ, Chisholm DJ, Greenfield JR. Glutamine reduces
postprandial glycemia and augments the glucagon-like peptide-1 re-
sponse in type 2 diabetes patients. ] Nutr. 2011;141:1233-8.

Tolhurst G, Zheng Y, Parker HE, Habib AM, Reimann F, Gribble FM.
Glutamine triggers and potentiates glucagon-like peptide-1 secretion
by raising cytosolic Ca2+ and cAMP. Endocrinology. 2011;152:405-13.
Le Nevé B, Daniel H. Selected tetrapeptides lead to a GLP-1 release from the
human enteroendocrine cell line NCI-H716. Regul Pept. 2011;167:14-20.
Young SH, Rey O, Sternini C, Rozengurt E. Amino acid sensing by en-
teroendocrine STC-1 cells: role of the Na+-coupled neutral amino
acid transporter 2. Am J Physiol Cell Physiol. 2010;298:C1401-13.

Diet interaction with enteroendocrine cells 19

2102 ‘v Aenuep uo uelopy eyos Aq B10 UONLINU SBOUBADPE WOI) PEPEOJUMOQ


http://advances.nutrition.org/

1071l An International Review Journal

2

Advances in Nutri

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Cani PD, Lecourt E, Dewulf EM, Sohet FM, Pachikian BD, Naslain D,
De Backer F, Neyrinck AM, Delzenne NM. Gut microbiota fermenta-
tion of prebiotics increases satietogenic and incretin gut peptide pro-
duction with consequences for appetite sensation and glucose
response after a meal. Am J Clin Nutr. 2009;90:1236-43.

Karaki S, Mitsui R, Hayashi H, Kato I, Sugiya H, Iwanaga T, Furness
JB, Kuwahara A. Short-chain fatty acid receptor, GPR43, is expressed
by enteroendocrine cells and mucosal mast cells in rat intestine. Cell
Tissue Res. 2006;324:353—-60.

Kaji 1, Karaki S, Tanaka R, Kuwahara A. Density distribution of free
fatty acid receptor 2 (FFA2)-expressing and GLP-1-producing enter-
oendocrine L cells in human and rat lower intestine, and increased
cell numbers after ingestion of fructo-oligosaccharide. ] Mol Histol.
2011;42:27-38.

Delzenne NM, Cani PD, Neyrinck AM. Modulation of glucagon-like
peptide 1 and energy metabolism by inulin and oligofructose: exper-
imental data. ] Nutr. 2007;137:52547-51.

Zhou J, Martin RJ, Tulley RT, Raggio AM, McCutcheon KL, Shen L,
Danna SC, Tripathy S, Hegsted M, Keenan MJ. Dietary resistant starch
upregulates total GLP-1 and PYY in a sustained day-long manner
through fermentation in rodents. Am J Physiol Endocrinol Metab.
2008;295:E1160-6.

Smeets AJ, Westerterp-Plantenga MS. The acute effects of a lunch con-
taining capsaicin on energy and substrate utilisation, hormones, and
satiety. Eur ] Nutr. 2009;48:229-34.

Kirchner H, Tong J, Tschop MH, Pfluger PT. Ghrelin and PYY in the
regulation of energy balance and metabolism: lessons from mouse
mutants. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2010;298:E909-19.

Essah PA, Levy JR, Sistrun SN, Kelly SM, Nestler JE. Effect of macro-
nutrient composition on postprandial peptide YY levels. J Clin Endo-
crinol Metab. 2007;92:4052-5.

20 Moran-Ramos et al.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

Helou N, Obeid O, Azar ST, Hwalla N. Variation of postprandial PYY
3-36 response following ingestion of differing macronutrient meals in
obese females. Ann Nutr Metab. 2008;52:188-95.

Lomenick JP, Melguizo MS, Mitchell SL, Summar ML, Anderson JW.
Effects of meals high in carbohydrate, protein, and fat on ghrelin and
peptide YY secretion in prepubertal children. J Clin Endocrinol
Metab. 2009;94:4463-71.

Hata T, Mera Y, Ishii Y, Tadaki H, Tomimoto D, Kuroki Y, Kawai T,
Ohta T, Kakutani M. JTT-130, a novel intestine-specific inhibitor of
microsomal triglyceride transfer protein, suppresses food intake and
gastric emptying with the elevation of plasma peptide YY and gluca-
gon-like peptide-1 in a dietary fat-dependent manner. ] Pharmacol
Exp Ther. 2011;336:850-6.

Juvonen KR, Purhonen AK, Salmenkallio-Marttila M, Lahteenmaki L,
Laaksonen DE, Herzig KH, Uusitupa MI, Poutanen KS, Karhunen LJ.
Viscosity of oat bran-enriched beverages influences gastrointestinal
hormonal responses in healthy humans. ] Nutr. 2009;139:461-6.
Karhunen LJ, Juvonen KR, Flander SM, Liukkonen KH, Lahteenmaki
L, Siloaho M, Laaksonen DE, Herzig KH, Uusitupa MI, Poutanen KS.
A psyllium fiber-enriched meal strongly attenuates postprandial gas-
trointestinal peptide release in healthy young adults. ] Nutr. 2010;
140:737-44.

Cani PD, Dewever C, Delzenne NM. Inulin-type fructans modulate
gastrointestinal peptides involved in appetite regulation (glucagon-
like peptide-1 and ghrelin) in rats. Br J Nutr. 2004;92:521-6.
Giorgino F, Natalicchio A, Leonardini A, Laviola L. Exploiting the plei-
otropic actions of GLP-1 for the management of type 2 diabetes mellitus
and its complications. Diabetes Res Clin Pract. 2007;78:S59—67.

Boyle PJ, Freeman JS. Application of incretin mimetics and dipeptidyl
peptidase IV inhibitors in managing type 2 diabetes mellitus. ] Am
Osteopath Assoc. 2007;107 Suppl:S10-6.

2102 ‘v Aenuep uo uelopy eyos Aq B10 UONLINU SBOUBADPE WOI) PEPEOJUMOQ


http://advances.nutrition.org/

7€ 1.0 %
{ HERBA_E\‘?O NACIONAL Jji

\

1304623

Plantas de México

Cactaceae
Opuntia ficus-indica (L.) Miller

Localidad’ Milpa Alta, D.F: Zona de cultivo sobre Av.
Tlaxcala Norte, al este del volcan Teuhtli

Altitud: 2577 m; 19° 13' 216" N, 99°01' 326" O
Descripcion: Planta con cladodios y espinas, con flor
de color amarillo y pequefio fruto verde.

Colector: Sofia Moran 1 28 de Marzo de 2011
Con: Esteban Olvera
Determiné: Carlos Gomez-H. 2011




	Portada

	Índice

	Resumen 

	Introducción 

	Planteamiento del Problema

	Relevancia e Impacto

	Hipótesis 

	Objetivos
  
	Diseño Experimental 

	Metodología

	Resultados

	Discusión 

	Conclusiones

	Perspectivas

	Referencias


