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RESUMEN 
Introducción: La alimentación en la época prehispánica se basaba principalmente 

en el consumo de verduras, leguminosas y en una menor proporción alimentos de 

origen animal, por lo que la dieta contenía una mayor proporción de fibra, 

micronutrientes y un menor contenido de grasa en general. Entre los alimentos 

incluidos en esta dieta se encontraban el maíz, el frijol, el jitomate, el nopal y las 

semillas de chía y de calabaza. Actualmente existen modificaciones en los 

patrones de alimentación de la población mexicana, los cuales involucran una 

disminución en el consumo de frutas y verduras, y un aumento en el consumo de 

alimentos con cantidades elevadas de grasas y carbohidratos, y esto se ha 

asociado a la generación de obesidad y alteraciones metabólicas en los 

mexicanos. Hipótesis: Si la combinación de alimentos basadas en una dieta 

tradicional mexicana (prehispánica) contiene diversos compuestos funcionales, 

entonces disminuirá algunas anormalidades bioquímicas generadas en la 

obesidad, al regular la abundancia del ARNm de genes involucrados en la 

lipogénesis y oxidación de ácidos grasos, además de disminuir los marcadores de 

estrés oxidante e inflamación y aumentar el sistema antioxidante endógeno en 

tejido hepático y adiposo. Metodología: Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa 

Sprague Dawley (150 g); el protocolo se llevó a cabo en dos etapas. Durante la 

primera etapa (inducción de obesidad), el grupo de inducción de obesidad (n=18) 

fue alimentado con una dieta alta en grasas + 5% de sacarosa en el agua 

(DAG+S) durante 6 meses. En este periodo también se tuvo un grupo control 

(n=6) que consumió una dieta control (AIN-93). En la segunda etapa (intervención 

dietaria) con 3 meses de duración el grupo que fue alimentado con la DAG+S fue 

subdividido en 3 grupos (n=6, c/ grupo), los cuales consumieron una de las 

siguientes dietas: 1) DAG+S, 2) dieta control (AIN-93) y 3) DTM, la cual contenía 

maíz, frijol, jitomate, nopal, semillas de chía y de calabaza; en esta etapa el grupo 

control siguió consumiendo la dieta control. Todas las dietas fueron administradas 

en forma sólida. Resultados: El consumo de la DTM disminuyó la ganancia de 

peso corporal y la concentración sérica de triglicéridos, glucosa y leptina. Así 

mismo el consumo de la DTM tuvo un efecto sobre el metabolismo de 
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carbohidratos al disminuir significativamente la intolerancia a la glucosa y disminuir 

los niveles de insulina. En el tejido hepático la DTM disminuyó la acumulación de 

lípidos lo que se asocia a la disminución la abundancia del RNAm de SREBP-1c, 

sin cambios en la abundancia del RNAm de genes involucrados en la oxidación de 

lípidos como PPAR-α y CPT-1 en el hígado. En éste mismo tejido, el consumo de 

la DTM disminuyó la cantidad de especies reactivas, la concentración de proteínas 

oxidadas y la relación GSSG/GSH, así como también produjo un aumento de la 

abundancia del RNAm de la Catalasa. El consumo de la DTM mejoró la morfología 

del tejido adiposo blanco, lo cual se asoció a la disminución de la abundancia del 

RNAm de ChREBP.  Estas modificaciones en el tejido adiposo blanco en el grupo 

de la DTM se relacionaron con el incrementó el gasto energético, lo cual se asoció 

al aumento en la abundancia de las proteínas como UCP-1, Tbx1, PPAR-α y 

PGC1-α. Por otra parte, el consumo de la DTM provocó modificaciones en la 

composición de la microbiota intestinal  ya que generó una disminución 

significativa de los Firmicutes, y un aumento de probióticos como los Bacteroidetes 

y principalmente de las Bifidobacterias. Finalmente, las ratas obesas que 

consumieron la DTM disminuyeron el daño cognitivo. Conclusiones: El consumo 

de la DTM disminuyo las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, 

triglicéridos, así como también las alteraciones metabólicas como la tolerancia a la 

glucosa y aumentó el gasto energético. Sobre la abundancia del RNAm se 

observó que la DTM disminuyó genes involucrados en la lipogénesis (SREBP-1c y 

ChREBP), inflamación (TNF-α e IL-6) e incrementó la abundancia del RNAm de la 

Catalasa. Además la DTM redujo considerablemente marcadores de estrés 

oxidante como las concentraciones de MDA, proteínas oxidadas y la relación 

GSSG/GSH.  

!
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Modificaciones en patrones de alimentación en México 

 La alimentación en la época prehispánica se basaba principalmente en el 

consumo de verduras, leguminosas, frutas y en una menor proporción los 

alimentos de origen animal. Esta dieta contenía una mayor proporción de fibra y 

micronutrientes y un menor contenido de grasa en general. Dentro de los 

alimentos que se consumían principalmente se puede mencionar la trilogía maíz-

frijol-chile, a la cual habría que agregar las calabazas, de cuya planta se comen 

los frutos, las semillas y las flores. Además, otros de los alimentos básicos en la 

época prehispánica fueron chayotes, jitomates y tomates (1), así como también 

insectos como fuente de proteínas y minerales (2). Uno de los aspectos más 

importantes de la cocina prehispánica es que no se acostumbraba freír los 

alimentos, pues no disponían de aceites vegetales ni de mantecas animales (1).  

Sin embargo, a través de los años se generaron diversas modificaciones en la 

alimentación, particularmente por la adopción patrones dietarios debido a la 

aculturación alimentaria (3). Este proceso es multidimensional, dinámico y 

complejo ya que depende de diversas modificaciones culturales y ambientales. 

Estos cambios en la alimentación involucran un aumento en el consumo de grasas 

saturadas, ácidos grasos omega-6 y carbohidratos refinados, así como una 

disminución de la ingesta de ácidos grasos omega-3, carbohidratos complejos, 

fibra, frutas, verduras, antioxidantes y minerales, aunado a la disminución de la 

actividad física (4, 5).  

Lo anterior es gran importancia, ya que estas modificaciones en la alimentación a 

nivel mundial han generado un ambiente nutricional que difiere de aquél para el 

que fue seleccionada nuestra constitución genética (6). Los estudios sobre los 

aspectos evolutivos indican que los cambios más importantes han tenido lugar en 

la dieta, sobre todo en el tipo y la cantidad de ácidos grasos esenciales, así como 

en el contenido de antioxidantes de los alimentos. Estas modificaciones en la 

alimentación han generado una mala adaptación evolutiva que conduce al 
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aumento de la prevalencia de diversas enfermedades crónicas como la 

aterosclerosis, la hipertensión, la diabetes y la obesidad (7).  

 

Figura 1. Consumo  y cultivo de las principales fuentes de alimentos como el maíz 

y frijol (8). 

 

1.2 Obesidad 

El consumo de una dieta adecuada en nutrimentos permite que se puedan regular 

múltiples procesos celulares, los cuales modulan tanto el adecuado 

almacenamiento de lípidos y también la utilización de carbohidratos como fuente 

de energía de acuerdo al estado fisiológico del organismo (9, 10).  

Por otro lado, el consumo de dietas ricas en grasa y carbohidratos resulta en un 

exceso de ingesta de energía, lo cual promueve la alteración de múltiples 

procesos metabólicos y finalmente la generación de obesidad (11, 12). La 

obesidad se define como la acumulación excesiva de lípidos en el tejido adiposo 

que puede ser perjudicial para la salud (Organización Mundial de la Salud, 2012). 

Algunos factores involucrados en la obesidad son el aumento de los niveles de 

colesterol y triglicéridos, así como también el riesgo de presentar diabetes mellitus 

tipo 2 (DT2) (13). 
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La acumulación excesiva de tejido adiposo genera alteraciones en los 

mecanismos que regulan el metabolismo de carbohidratos y el equilibrio de los 

lípidos, así como la generación de resistencia a la insulina (RI) (14).  

La insulina es una hormona que es secretada por las células β del páncreas y que 

es capaz de regular el tipo de sustrato que será utilizado de acuerdo al estado 

metabólico. En el post-prandio, cuando hay una ingesta de alimentos, los niveles 

de insulina se incrementan, lo que promueve la oxidación de carbohidratos como 

primera fuente de energía, incrementando los niveles de piruvato, que a su vez  

incrementa el malonil-CoA. Este último es un inhibidor de la acetil CoA carboxilasa 

(ACC), la cual es una enzima limitante en el metabolismo de lípidos (15). En el 

ayuno los niveles de insulina disminuyen, lo cual permite que el glucagón estimule 

la lipólisis de triglicéridos en el tejido adiposo y por lo tanto aumenta la liberación 

de ácidos grasos a la circulación para ser utilizados como fuente de energía. 

Debido a ello, en el ayuno la mayor fuente de energía es proveniente de la β-

oxidación. Estos son los mecanismos por los cuales se seleccionan los sustratos 

que serán utilizados como fuente de energía, sin embargo cuando existe RI, la 

insulina no es capaz de ejercer su acción de señalización y no existe una 

adecuada selección en el uso de sustratos dependiendo del estado fisiológico, 

proceso al cual se le ha denominado inflexibilidad metabólica (16).  

 

1.2.1 Modificaciones en el tejido adiposo blanco durante la obesidad 

El tejido adiposo se puede clasificar en tejido adiposo blanco (TAB), tejido adiposo 

pardo (TAP) y actualmente se sabe que existe un tercer tipo que se denomina 

tejido adiposo beige, cada uno de ellos tiene un papel importante en la regulación 

metabólica.  

Una de las principales funciones del TAB es la capacidad de almacenar y liberar 

energía en forma de ácidos grasos cuando existen intervalos prologados de 

ayuno. En la obesidad se promueve una excesiva acumulación de lípidos en los 
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adipocitos (unidad estructural del tejido adiposo), lo que produce alteraciones en la 

estructura del TAB, como la hiperplasia y la hipertrofia. En la hiperplasia existe un 

aumento del número de adipocitos, mientras que en la hipertrofia hay un aumento 

en el tamaño de los adipocitos (17). Debido a estas modificaciones el proceso de 

lipólisis en ayuno se ve alterado, ya que hay aumento en la liberación de lípidos y 

metabolitos intermedios provenientes de los adipocitos hipertróficos (18). 

Se sabe que otra de las principales funciones del TAB es la capacidad de secretar 

moléculas denominadas adipocinas. La adipocinas como la leptina y adiponectina, 

son proteínas secretadas por el tejido adiposo como factores endocrinos, las 

cuales señalizan a diferentes tejidos periféricos como el cerebro, músculo y el 

propio tejido adiposo. Dentro de las funciones que regulan estas adipocinas se 

encuentran la homeostasis de la glucosa, regulan el apetito, así como también 

intervienen en la regulación del gasto energético. 

La leptina es una adipocina que regula el metabolismo energético, al producir la 

sensación de saciedad. La regulación de esta adipocina es a través de su 

receptor, el cual se une a la proteína cinasa Janus 2 (JAK2, por sus siglas en 

inglés) y fosforila al factor de transcripción transductor de señal y activador de la 

transcripción 3 (STAT3, por sus siglas en inglés), el cual se transloca al núcleo 

para inducir la expresión de genes que participan en la β-oxidación, como al gen 

que codifica para la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1, por sus siglas 

en inglés) y al receptor activado por proliferadores de peroxisomas α (PPAR-α, por 

sus siglas en inglés) (Figura 2). Durante la obesidad, la expresión y la 

concentración de la leptina en diferentes tejidos se asocia directamente con los 

cambios de peso corporal (19). 
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Figura 2. Vía de señalización de la leptina. La leptina se une a su receptor 
promoviendo la unión de la proteína cinasa Janus 2 (JAK2) y fosforila al factor de 
transcripción transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3), el 
cual se transloca al núcleo para inducir la expresión de genes (tomado y 
modificado de (20). 

 

La adiponectina ejerce efectos en distintas rutas metabólicas, ya que favorece la 

sensibilidad a la insulina; así como también disminuye la afluencia de ácidos 

grasos no esterificados, aumenta la oxidación de los mismos y tiene efectos 

benéficos sobre la arteriosclerosis debido a que atenúa los efectos del factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α, por sus siglas en inglés) (21). Se ha demostrado que 

la concentración de adiponectina está disminuida en patologías como la obesidad 

y la DT2 (22). 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modificaciones en tejido adiposo blanco durante la obesidad. Aumento 
de tamaño, cantidad de adipocitos y en los niveles de triglicéridos y leptina, así 
como la disminución de adiponectina (19) . 
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Una de las principales funciones del TAP es llevar a cabo procesos como la 

termogénesis (23). La termogénesis es el proceso mediante que se genera calor a 

partir del desacople del gradiente de electrones. Lo anterior resulta en la 

disipación de energía en forma de calor. Este proceso ocurre debido a la 

activación de la proteína desacoplante 1 (UCP-1, por sus siglas en inglés) (24, 25). 

Diversos estudios han demostrado la plasticidad del tejido adiposo, ya que bajo 

ciertos estímulos el TAB puede generar ciertas características del TAP originando 

un nuevo tejido, al cual se le ha denominado tejido adiposo beige (26-28). El tejido 

beige es un órgano que tiene características del TAB, pero contiene mayor 

cantidad de mitocondrias. Para la generación de este tejido, los adipocitos se 

activan mediante diversos estímulos como el frío, por los receptores β-

adrenérgicos, o algunos compuestos bioactivos como los polifenoles. Esta 

activación promueve el aumento en la cantidad de mitocondrias, favorece la 

oxidación de lípidos y aumenta el gasto energético al incrementar la abundancia 

de proteínas como UCP-1, PPAR-α y PGC1-α, las cuales están involucradas en 

procesos como termogénesis y β-oxidación (23). Por lo anterior, la generación de 

tejido adiposo beige puede ser utilizada como estrategia para disminuir algunas de 

las complicaciones presentes en la obesidad, ya que se podría prevenir el 

desarrollo excesivo de adipocitos blancos y aumentaría de la cantidad de 

adipocitos beige.  

 

1.2.2 Relación de los miRNA con la obesidad   

Otras de las moléculas que también han ganado gran importancia en la regulación 

del tejido adiposo son los micro-RNA (miRNA), los cuales intervienen en la 

regulación de la expresión génica. Los miRNA son RNA pequeños de longitud de 

18 a 25 nucleótidos. Éstos son secuencias no codificantes que tienen una función 

importante en la regulación de genes y actúan predominantemente a nivel post-

transcripcional (29). Los mecanismos por los cuales los miRNA pueden actuar a 

través de la disminución de la concentración de RNA, al unirse 
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complementariamente a las secuencias codificantes, lo que provoca la 

acumulación de las mismas, lo que provoca la disminución del proceso de 

traducción.  

La expresión de los miRNA cambia bajo diversas condiciones patológicas, por lo 

cual se podrían consideran como biomarcadores útiles para el diagnóstico y el 

pronóstico. Actualmente se han identificado diferentes miRNA que pueden estar 

asociados a la generación de diversas patologías como es la obesidad (30-32). 

Uno de estos miRNA, es el miR-27b que está asociado con la regulación del 

proceso de adipogénesis, ya que disminuye la expresión del factor de 

transcripción PPAR-γ en el TAB (33). Estudios recientes han demostrado que 

diferentes componentes de la dieta, como los lípidos (34) y los polifenoles (35) 

pueden modular la expresión de los miRNA, promoviendo un efecto benéfico 

sobre diversas alteraciones metabólicas.  

 

1.2.3 Alteraciones metabólicas en el hígado causadas por la obesidad 

El hígado también tiene un papel importante en la homeostasis del metabolismo 

de lípidos y carbohidratos. Debido al consumo elevado de carbohidratos y lípidos 

se promueve una mayor acumulación de lípidos en el organismo en general. 

Durante la obesidad se aumenta el proceso de lipólisis del TAB, lo que produce un 

aumento en la liberación de ácidos grasos libres. Lo anterior genera un estrés 

metabólico causado por la excesiva ingesta de nutrientes, que resulta en una 

respuesta inflamatoria y en el aumento de estrés oxidante. Lo anterior puede 

conducir a la RI,  al aumento de la movilización de triglicéridos y la disminución de 

la absorción de los ácidos grasos en los adipocitos (36). Estos factores aunados a 

la predisposición genética, a ciertos factores ambientales y al estilo de vida 

sedentario, pueden ser considerados como una causa importante de la generación 

de hígado graso. El exceso de ácidos grasos circulantes, además de la 

hiperinsulinemia promueve el incremento de acil-Co; esta acumulación induce 

procesos como lipogénesis y disminuye el catabolismo de los mismos (β-
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oxidación), lo que finaliza en la acumulación excesiva de ácidos grasos en tejido 

hepático. Además el incremento en los niveles de insulina induce al factor de 

transcripción proteína de unión al elemento de respuesta a esteroles 1c (SREBP-

1c, por sus siglas en inglés), el cual está involucrado en la expresión de genes 

lipogénicos como la enzima sintasa de ácidos grasos (FAS, por sus siglas en 

inglés) lo que induce un aumento en la síntesis de lípidos y generación de estrés 

oxidante (37). Sin embargo, esta patología no solo se debe a la acumulación de 

triglicéridos en los hepatocitos. Actualmente se sabe que otros procesos como el 

estrés oxidante, la peroxidación de lípidos, la muerte celular y la inflamación 

desempeñan un papel importante en el aumento de la saturación de la membrana, 

lo que puede alterar profundamente la homeostasis celular, la función de los 

receptores de membrana, los canales y los transportadores (37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modificaciones en el hígado durante la obesidad. La generación de 
resistencia a la insulina y estrés oxidante son procesos que promueven la 
acumulación de triglicéridos en tejido hepático, además de una desregulación 
entre los procesos de lipogénesis y β-oxidación. 
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1.3 Generación de estrés oxidante durante la obesidad 

El estrés oxidante (EO) es un proceso en el cual existe un desequilibrio entre 

factores pro-oxidantes y los antioxidantes encargados de eliminar dichas especies 

reactivas (ER) (38). El EO puede ser provocado por la disminución en la 

transcripción o actividad del sistema enzimático celular, en el que se encuentran 

enzimas como superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa 

(GPx), glutatión reductasa (GR) y/o antioxidantes no enzimáticos como el glutatión 

reducido (GSH) y la vitamina E. En el EO también están involucrados procesos 

como la producción excesiva de ER provenientes de diferentes fuentes, así como 

la activación del sistema de defensa “natural”, y/o del proceso inflamatorio (39). 

Las ER generan EO, lo cual produce alteraciones en la estructura de los tejidos 

alterando su función. El aumento en la producción de ER y en la concentración de 

triglicéridos plasmáticos (hipertrigliceridemia) provocan la oxidación de lípidos, así 

como también la RI, lo que induce el desarrollo de DT2 (40). Estas modificaciones 

están involucradas en el desarrollo de diversas patologías y/o complicaciones de 

las mismas (41), dentro de las cuales se encuentran la obesidad (42), la DT2 (39) 

y enfermedades neurogegenerativas (43, 44). 

 

1.4 Asociación de la obesidad con el daño cognitivo 

Diversos estudios epidemiológicos y experimentales sugieren que el EO y la 

respuesta inflamatoria presentes en la obesidad (43, 44) puede estar 

estrechamente relacionada con el desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas, alteraciones neuronales y deterioro cognitivo (45-48). 

El cerebro es un órgano que está formado por una gran cantidad de ácidos grasos 

insaturados, lo cual lo hace especialmente vulnerable a las ER. Además, este 

tejido tiene un sistema antioxidante que es relativamente deficiente, lo cual 

promueve la generación de EO. En la obesidad se genera un EO debido al 

consumo de dietas altas en lípidos y carbohidratos, lo que está relacionado con 
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múltiples formas de daño oxidante como la oxidación de lípidos y proteínas. Estos 

procesos están asociados con el deterioro cognitivo y la disfunción celular en el 

cerebro, lo cual involucra deterioro en las habilidades cognitivas como aprendizaje 

y la memoria (47, 49).   

 

1.5 Alteraciones en la microbiota por la obesidad 

En la obesidad existen diversas alteraciones metabólicas que están involucrados 

con el aumento de peso y de tejido adiposo. Actualmente existen diferentes 

estudios tanto en animales como en humanos que han aumentado la evidencia de 

la relación que existe entre diversos procesos metabólicos y las alteraciones en la 

composición de la microbiota intestinal (50-52). La microbiota intestinal es la 

comunidad de microorganismos vivos residentes en el organismo. En el intestino 

grueso la cifra de microorganismos se eleva de 1012 a 1014 (53), dentro de los más 

importantes se encuentran los Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, 

Actinobacterias y Proteobacteria (54). Esta composición de la microbiota puede 

ser alterada por diversos factores dentro de los cuales se encuentran el uso de 

antibióticos y las dietas altas en grasa y carbohidratos (55, 56). El consumo de 

dietas altas en grasas genera diversas modificaciones en la composición de la 

microbiota, como el aumento de Firmicutes y Proteobacteria, y una disminución de 

Bacteroidetes (57). Estas alteraciones en la biodiversidad de la microbiota 

intestinal y la respuesta adversa del hospedero, se ha denominado disbiosis. La 

disbiosis se ha asociado con diferentes patologías como la DT2 y la obesidad (58, 

59). Además,  las modificaciones en la microbiota intestinal también se han 

asociado a diversos procesos metabólicos como la oxidación de la glucosa y de 

los lípidos, además de modular procesos encargados de la regulación del apetito 

(60), además de que está relacionado con alteraciones en la motilidad intestinal, la 

absorción de minerales y la activación del sistema inmune generando el aumento 

de moléculas inflamatorias (61). Lo anterior sugiere que alimentación tiene un 

papel muy importante en la regulación de la microbiota. Debido a ello, se han 
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buscado estrategias dietarias para restablecer la microbiota y una de ellas es el 

consumo de prebióticos. Los prebióticos se definen como ingredientes 

alimentarios no digeribles como las fibras solubles e insolubles, que generan 

efectos benéficos al huésped mediante la estimulación selectiva del crecimiento 

y/o actividad de diversas bacterias intestinales (62) dentro de las cuales se 

encuentran los Bacteroidetes. Éstos están dentro de los principales 

microorganismos intestinales que pueden metabolizar compuestos naturales como 

la fibra dietaria y los polifenoles (63), los cuales están presentes en diversos 

alimentos, tales como semillas, verduras y frutas (64).  

Otra de las estrategias para modular la microbiota puede ser el consumo de 

probióticos. Los probióticos se definen como microorganismos vivos, los cuales, 

cuando se administran en cantidades adecuadas, pueden aportar un beneficio a la 

salud (65). Lactobacillus y Bifidobacterium son los principales probióticos a los 

cuales se les han adjudicado efectos benéficos como disminución de peso 

corporal y del TAB (66, 67). 

 

 

1.6 Alimentos funcionales  

Debido a la relación que existe entre la prevalencia de diferentes patologías y las 

alteraciones en los patrones de alimentación, se han buscado estrategias 

dietarias, y una de ellas es retomar el consumo de alimentos tradicionales.  

En la actualidad se ha generado evidencia que demuestra que algunas funciones 

fisiológicas específicas pueden ser moduladas a través de la ingesta de ciertos 

alimentos como los alimentos funcionales (68). Aunque no existe una definición 

oficial para los alimentos funcionales, los países involucrados en la investigación 

de los mismos han llegado a un consenso, por lo que se definen como aquellos 

alimentos que tiene un efecto benéfico sobre la salud, adicional al aporte 

nutrimental del mismo. Entre los componentes de los alimentos a los cuales se les 

ha adjudicado los efectos benéficos, se encuentran la fibra, los ácidos grasos 
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poliinsaturados y polifenoles. Estos constituyentes pueden actuar en el organismo 

a través de mecanismos moleculares para regular funciones metabólicas. 

La nutrigenómica es una de las herramientas que se utiliza para generar evidencia 

científica. Ésta ciencia estudia cómo los alimentos pueden regular la expresión de 

genes (69). Algunos compuestos presentes en los alimentos funcionales pueden 

regular la expresión de genes a nivel del RNAm, lo cual se debe a las 

interacciones de los alimentos con los factores de transcripción. Los factores de 

transcripción son proteínas específicas que interactúan con el DNA, y actúan 

sobre ciertas regiones silenciadoras o estimuladoras, y/o a través de 

modificaciones post-transcripcionales o post-traduccionales, que finalmente 

pueden modificar la expresión génica.  

Por lo anterior el consumo de este tipo de alimentos funcionales puede ser 

utilizado como una estrategia para disminuir algunas patologías relacionadas con 

procesos metabólicos y/o las complicaciones presentes en las mismas. 
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2 ANTECEDENTES 

Se ha demostrado que la modificación de patrones dietéticos establecidos en la 

población mexicana generan alteraciones metabólicas como lo confirma un 

estudio realizado con una población Tarahumara de la sierra de Chihuahua. A esta 

población se le modificó su forma de alimentación habitual por una dieta que 

contenía alimentos elevados en grasa y carbohidratos durante 5 semanas. Al 

finalizar, se observa que éste cambio produce un cambio significativo del peso 

corporal y genera dislipidemia (70). Debido a lo anterior, es de gran importancia 

retomar el consumo de alimentos tradicionales mexicanos. Una combinación que 

contenga alimentos como jitomate, nopal, frijol negro, maíz y semillas de chía y de 

calabaza aportaría diferentes componentes bioactivos como los ácidos grasos 

poliinsaturados, antioxidantes y fibra soluble e insoluble. Alimentos como la 

semillas de chía y de calabaza son fuente de ácidos grasos poliinsaturados, los 

cuales tienen gran importancia nutrimental. Se ha demostrado que el consumo de 

una dieta alta en grasa adicionada con diferentes cantidades de semillas de chía 

(7, 14, 21 y 28%) disminuye los niveles de triglicéridos en plasma (71). Otro 

estudio demostró que la adición de semilla de chía en la dieta (32%) genera 

efectos benéficos sobre el metabolismo de lípidos y la homeostasis de la glucosa 

en un modelo experimental de dislipemia y RI (72). Por otra parte, la adición de 

una mezcla de semillas en la dieta (33%), que contenía semilla de calabaza, a una 

dieta alta en colesterol durante 4 semanas disminuye el peso corporal y los niveles 

de triglicéridos y colesterol en plasma en un modelo animal (73), sugiriendo el 

papel hipolipemiante de este alimento. 

Los antioxidantes son otros de los compuestos presentes alimentos como jitomate, 

nopal, frijol negro, maíz y semillas de chía y de calabaza. El nopal tiene en su 

composición polifenoles como la quercetina, el kaempferol, y la isoramnetina, a los 

cuales se les ha asociado un papel protector contra el EO. Lo anterior se ha 

demostrado en diversos estudios. Uno de ellos demostró que en el plasma de 

pacientes con DT2 hay aumento en la capacidad de neutralizar a las especies 

reactivas después de haber consumido 300 g de nopal (74). También se ha 
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demostrado que el consumo de nopal en la dieta (5%) disminuye la cantidad 

relativa de ER, la concentración de MDA y la acumulación de lípidos en tejido 

hepático en un modelo de obesidad genética (75); además, se observó esta dieta 

tiene efecto sobre la abundancia del ARNm de genes como PPAR-α y CPT1 

involucrados en la oxidación de ácidos grasos como fuente de energía. 

El frijol es otro alimento que contiene antioxidantes como flavonoides, antocianinas 

y ácidos fenólicos. La presencia de estos compuestos puede asociarse a los 

efectos del frijol sobre la abundancia del ARNm de genes involucrados en el 

metabolismo de lípidos. El consumo de compuestos flavonoides extraídos del frijol 

negro (0.5% en la dieta) disminuye abundancia del ARNm de SREBP-1c y FAS en 

un modelo animal (76). Además, la adición de frijol a una dieta alta en grasa, 

disminuye la cantidad de grasa y el peso corporal e incrementó la sensibilidad a la 

insulina (77). Otro compuesto antioxidante es el licopeno presente en el jitomate. 

El consumo de este compuesto (5 mg al día) se asoció a la disminución de 

marcadores de inflamación como IL-6, IL-8 y TNF-α (78). Además, se ha 

demostrado que la adición de licopeno (6%) a una dieta alta en grasa promueve la 

disminución de la resistina y leptina, así como también modula los niveles de 

adiponectina en un modelo experimental de obesidad (79, 80).  

La fibra dietaria es un compuesto al que se le han adjudicado diversos efectos 

benéficos sobre la salud. Un alimento que contiene fibra soluble e insoluble es el 

nopal, lo cual se ha asociado al efecto que genera éste sobre la velocidad de 

absorción de la glucosa, la disminución de la concentración de triglicéridos y de 

colesterol tanto en circulación como en el tejido hepático (81-84). 

Aunque se conocen los efectos benéficos de estos alimentos por separado, no 

existe evidencia científica que demuestre los posibles efectos benéficos en el 

consumo de una combinación de alimentos tradicionales sobre diversas patologías 

presentes en la población mexicana, principalmente la obesidad; así tampoco se 

han identificado los mecanismos moleculares involucrados en los efectos 

benéficos que generan el consumo de estos alimentos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general. 
Estudiar el efecto de la combinación de alimentos incluidos en una dieta tradicional 

mexicana (prehispánica) sobre el  estrés oxidante en el hígado y tejido adiposo en 

un modelo animal de obesidad, inducido por dieta alta en grasa. 

 
3.2 Objetivos específicos. 
 
# Estudiar el efecto de diversas dietas sobre el peso corporal, el consumo de 

alimento y el gasto energético en un modelo de obesidad animal inducido 

por dieta alta en grasa. 

# Evaluar el efecto de la combinación de alimentos incluidos en una dieta 

tradicional mexicana (prehispánica) sobre: 

$ Los parámetros bioquímicos como glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol, 

LDL, HDL, adiponectina y leptina.  

$ La abundancia del ARNm de genes involucrados en la lipogénesis (SREBP-

1c, ChREB), oxidación de ácidos grasos (CPT1, PPAR-α), sistema 

antioxidante (Cat, GPx, GR, SOD1 y SOD2) e inflamación (TNF-α e IL-6); 

así como sobre la abundancia de proteínas involucradas en lipogénesis 

(SREBP-1c, FAS) y señalización de la insulina (P-AKT, AKT) en tejido 

hepático. 

$ Los marcadores de estrés oxidante (ER, MDA y proteínas oxidadas) y la 

concentración de glutatión (GSH,GSSG) en hígado. 

$ El estrés oxidante en cerebro y la memoria espacial. 

$ La estructura del tejido adiposo blanco (tamaño de adipocito y cantidad de 

lípidos). 

$ La abundancia del ARNm de genes involucrados en lipogénesis (SREBP-

1c, ChREB), oxidación de ácidos grasos (CPT1, PPAR-α) y adipocinas 

(leptina, adiponectina) y sobre la abundancia de proteínas involucradas en 

oxidación de ácidos grasos y termogénesis (PPAR-α, PGC1- α, UCP-1 y 
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Tbx-1); así como también la abundancia de miR-27b y  PPAR-γ en tejido 

adiposo blanco. 

$ Las modificaciones en la microbiota, los niveles del péptido insulinotrópico 

dependiente de glucosa (GIP) y lipopolisacárido (LPS). 
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4. HIPÓTESIS 

Si la combinación de alimentos basadas en una dieta tradicional mexicana 

(prehispánica) contiene diversos compuestos funcionales, entonces disminuirá 

algunas anormalidades bioquímicas generadas en la obesidad, al regular la 

abundancia del ARNm de genes involucrados en la lipogénesis y oxidación de 

ácidos grasos, además de disminuir los marcadores de estrés oxidante e 

inflamación y aumentar la el sistema antioxidante endógeno en tejido hepático y 

adiposo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!
!

!
!
!

18!

5. METODOLOGÍA 

5.1 Elaboración y análisis de las dietas 

5.1.1 Preparación de las dietas 

Uno de los aspectos más importantes en los protocolos de evaluación de 

modificaciones metabólicas es la composición de las dietas. Para poder controlar 

lo anterior nosotros elaboramos las dietas. La dieta control que se utilizó se 

elaboró con las recomendaciones de la American Institute of Nutrition (AIN) para el 

adecuado desarrollo de los roedores (AIN-93) (85), la DTM se ajustó a la dieta 

control y la composición de la DAG se basó en estudios anteriores (86) (Tabla 1). 

Todas las dietas fueron administradas en forma sólida.  

Para la selección de los alimentos que componen a la DTM se realizaron algunos 

análisis previos para poder seleccionar a los diferentes. Basados en las 

recomendaciones de la AIN-93 se utilizó almidón de maíz (droguería Cosmopolita; 

catálogo 0228). El jitomate se selecciono la variedad Saladette supremo, en el 

caso del nopal se seleccionó la variedad Opuntia-ficus indica ya que ésta es la que 

se ha asociado a los efectos benéficos en diversos estudios realizados 

previamente es el departamento de fisiología de la nutrición. El frijol seleccionado 

fue el frijol negro por el porcentaje de rendimiento que se generó en las pruebas 

de obtención de la proteína de frijol. Los alimentos mencionados anteriormente 

fueron adquiridos en la ciudad de México. Después de realizar el análisis del perfil 

de ácidos grasos de diversas semillas de chía y calabaza se decidió utilizar la 

semilla de chía y de calabaza adquiridas en el del estado de Morelos y Guerrero, 

respectivamente. Para poder elaborar la DTM se llevaron a cabo los siguientes 

procesos: 
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1. Obtención de la proteína de frijol 

Para la obtención de la proteína de frijol se siguió la metodología descrita 

anteriormente con algunas modificaciones (87) (ANEXO 1). El precipitado que se 

obtuvo, además de contener proteína presentó compuestos inhibidores de 

proteasas  que tienen un efecto negativo sobre el desarrollo de los animales, ya 

que reducen la digestibilidad de la proteína. Entre de estos compuestos se 

encuentran inhibidores de tripsina, saponinas, hemaglutininas, taninos y factores 

de flatulencia (88). La mayoría de estos compuestos son termolábiles o solubles 

en agua; por ello se llevó a cabo un tratamiento térmico en autoclave durante 30 

minutos a 121º C (87) y posteriormente se deshidrató la muestra a temperatura 

constante de 50-60º C durante 16-22 h en un secador atmosférico de charolas 

(Modelo SSE 17M, Apex) que se encuentra en la planta piloto del Departamento 

de Tecnología de Alimentos del INCMNSZ. Posteriormente, la muestras se 

analizaron en el departamento de Nutrición Animal y Bioquímica de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootécnia de la UNAM para la determinación de la 

concentración de proteína. El análisis de la concentración de inhibidores de 

tripsina se realizó en el Departamento de Tecnología de Alimentos del INCMNSZ. 

El resultado de la determinación de la concentración de proteína fue de 71 g de 

proteína en 100 g de muestra; y el valor de antifisiológicos fue 1838 U/g. Este 

último valor es permisible, ya que se ha reportado que los efectos negativos sobre 

el crecimiento se presentan con valores mayores a 2000 U/g (89, 90). Los 

rendimientos que se obtuvieron de la extracción de proteína fueron 10% (10 g de 

proteína por cada kilogramo de harina de frijol). 

 

2. Deshidratación y molienda del jitomate y nopal 

El nopal y jitomate fueron lavados con agua y jabón, y posteriormente se cortaron 

en trozos de 2 cm de grosor aproximadamente; éstos se colocaron en charolas de 

metal para poder introducirlos al secador. El jitomate y el nopal fueron 

deshidratados en un secador atmosférico de charolas (Modelo SSE 17M, Apex) 
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que se encuentra en la planta piloto del Departamento de Tecnología de Alimentos 

del INCMNSZ. Las condiciones que se utilizaron para deshidratar ambos 

alimentos fueron 16-22 h a una temperatura constante de 55-60º C, para mantener 

la concentración de compuestos antioxidantes. Posteriormente se llevó a cabo la 

molienda de ambos alimentos en un molino de rodillos manual. Los productos 

obtenidos fueron almacenados a temperatura ambiente hasta la elaboración de la 

DTM. 

 

3. Eliminación de cáscara y molienda de la semilla de calabaza  
 

La cáscara de las semillas de calabaza fue eliminada manualmente, 

posteriormente las semillas sin cáscara se molieron en un molino de rodillos 

manual. Los productos obtenidos fueron almacenados a temperatura ambiente 

hasta la elaboración de la DTM. 

 

Las semillas de chía se adicionaron a la DTM sin ningún proceso previo. Para 

poder ajustar las cantidades de los alimentos que contenía la DTM se realizaron 

cálculos basados en la composición química de cada uno de los alimentos 

(ANEXO 2). 
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Tabla 1. Composición química de las dietas. Dieta control (AIN-93), dieta alta en 
grasa (DAG) y la combinación de alimentos basados en una dieta tradicional 
mexicana (prehispánica) (DTM), compuesta con diferentes alimentos mexicanos 
como maíz, frijol, nopal, jitomate, semillas de calabaza y de chía. Los datos se 
expresan como g en 100 g de dieta. 
 
 

 
 
 
5.1.2 Determinación del perfil de ácidos grasos en las semillas de chía y de 
calabaza y en las dietas utilizadas en el protocolo 
 
La identificación y cuantificación de los ácidos grasos se realizó mediante 

cromatografía de gases. 

 

 

  AIN-93 DAG DTM 
Carbohidratos  62.9 45.95 59.4 
 Almidón 39.2   
 Maltodextrina 13.9  - 
 Sacarosa 10 10 - 
 Concentrado de frijol, almidón 

de maíz, semilla chía y calabaza 
  59.4 

Proteínas Caseína 20 24 0 
 Proteína de la combinación de 

alimentos 
- - 20 

Lípidos Aceite de soya 7 7 - 
 Manteca - 17 - 
 Lípidos de semillas de chía y 

calabaza 
- - 6 

Fibra Celulosa 5 5 - 
 Fibra de nopal - - 8 
 Mezcla de minerales 3.5 3.5 3.5 
 Mezcla de vitaminas  1 1 1 
 L-Cistina 0.3 0.3 0.3 
  Colina 0.25 0.25 0.25 
 TBHQ 0.0014 0.0014 0.0014 
TOTAL  100 100 100 
Aporte energético (kcal/g) 3.9 5.1 3.8 
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Ensayo 
Los lípidos fueron extraídos por el método de Folch (91). Posteriormente, los 

ácidos grasos fueron metilados (derivatizados) con 2 mL de metanol que contenía 

0.002% hidroxitolueno butilado, 100 µL de tolueno y 40 µL de ácido sulfúrico 

disuelto en metanol al 2% (92). Las muestras se incubaron a 90°C durante 2 h, y 

posteriormente se les añadió 1 mL de NaCl al 5%. Una vez que se obtuvieron los 

ácidos derivatizados se les añadió 2 mL de hexano. La fase orgánica se evaporó 

bajo una corriente de nitrógeno hasta sequedad, y el residuo de los ésteres 

metílicos de ácidos grasos se disolvió en 200 µL de hexano para su análisis por 

cromatografía de gases (Agilent 6850; Agilent, Santa Clara, CA, USA) con detector 

de ionización de llama (Agilent), utilizando una columna capilar HP-1 (30-m × 0.32- 

mm de diámetro interior con 0.25 mm de espesor de la película; J&W Scientific, 

Albany, CA, USA). La inyección de 1 µL de solución de la muestra se llevó a cabo 

por duplicado en modo dividido (1:20.8) a 225 °C. Se utilizó helio como fase móvil, 

con un flujo constante de 0.5 mL/min, y la temperatura de la interfase se mantuvo 

a 225°C. La temperatura del horno se elevó de 180°C a 200°C (5 min a 180°C, 

aumentó a 190°C [1°C/min]; 5 min a 190°C, aumentó a 200°C [1°C/min]; 10 min a 

200°C). La cuantificación de las muestras se llevó a cabo utilizando estándares de 

los ácidos mirístico, palmítico, esteárico, palmitoléico, oleico, linoléico, α-linolénico, 

araquidónico, ácido docosahexaenóico (DHA, por sus siglas en inglés) y ácido 

eicosapentaenóico (EPA, por sus siglas en inglés). Las áreas de los picos de cada 

uno de los estándares se obtuvieron de los cromatogramas generados como 

100% (93) . 

 

5.1.3 Análisis de la composición química de las dietas 

Se realizó el análisis del contenido de fibra total, insoluble y soluble en las 

diferentes dietas utilizadas en el protocolo mediante el método de la AOAC. 

Además se identificaron compuestos antioxidantes tales como ácido gálico, 

catecol, ácido cafeico, ácido clorogénico, ácido cumárico, quercetina y kaempferol 
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mediante HPLC. Ambas metodologías se llevaron a cabo en el Departamento de 

Alimentos y Biotecnología de la Facultad de Química de la UNAM (94, 95).  

 

 

5.1.4 Determinación de la actividad antioxidante en los alimentos utilizados 
en el protocolo mediante el método ORAC  

La actividad antioxidante se determinó mediante el método de la capacidad de 

absorbancia de los radicales libres de oxígeno (ORAC, por sus siglas en inglés). 

Este ensayo se basa en la capacidad de atrapamiento del radical peroxilo (ROO•), 

el cual se genera mediante la reacción entre el dihidrocloruro de 2,2′-azobis (2-

metilpropionamidina) (AAPH). El ROO• oxida a la fluoresceína y ésta emite 

fluorescencia, la cual es monitoreada durante 90 min, tiempo en el que se 

registran los cambios en la intensidad de la fluorescencia, lo que permite calcular 

al final del ensayo el área bajo la curva (ABC, por sus siglas en inglés) de la caída 

de la fluorescencia (96).  

Ensayo 

El ensayo se inició con una extracción de los alimentos que componen la DTM, así 

como también de la dietas utilizadas en el presente protocolo. Se molió 1 g de 

cada alimento, se adicinaron 4 mL de agua desionizada y se centrifugó a 1000xg 

durante 10 min. Se recuperó el sobrenadante y al residuo se le agregaron 2 mL de 

de agua desionizada, se centrifugó a 1000xg durante 10 min y se recuperó el 

sobrenadante. Se repitió el procedimiento mencionado anteriormente pero con 

acetona al 100%. Al finalizar todos los sobrenadantes se mezclaron y se utilizaron 

para la determinación de la actividad antioxidante mediante ORAC. Para este 

método se colocó la siguiente mezcla de reacción en una placa negra de 96 pozos 

(marca Corning Costar) 25 µL de muestra, 150 µL de fluoresceína (40 nM) y 25 µL 

de AAPH (150 mM). Se leyó la cinética durante 90 min en un espectrofluorómetro 

Biotek Sinergy HT (Biotek, Winooski, VA, USA) a longitudes de excitación de 485 

nm y de emisión de 520 nm. 
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5.2 Diseño experimental 

5.2.1 Animales de experimentación 
 
El modelo experimental utilizado en el presente estudio fueron ratas macho de la 

cepa Sprague Dawley con peso inicial de 120-150 g obtenidas de HARLAN 

(n=24). Los animales se mantuvieron bajo las siguientes condiciones durante todo 

el estudio: ciclo luz-oscuridad 12h, temperatura constante 21-25º C. Durante el 

estudio los animales dispusieron de agua y alimento ad libitum y se mantuvieron 

en jaulas individuales (equipo!Optirat® Plus, Centennial, Colorado) en el bioterio 

del INCMNSZ. 

Antes de iniciar el protocolo las ratas tuvieron una semana de aclimatación en el 

bioterio. El protocolo de investigación tuvo una duración de 9 meses y se 

desarrolló en dos etapas. La primera fue un periodo de inducción de obesidad, la 

cual tuvo una duración de 6 meses y la segunda etapa fue un periodo de 

intervención dietaria con una duración de 3 meses (Figura 5).  

En la etapa de inducción de obesidad (6 meses) el grupo de inducción de 

obesidad (grupo DAG+S, n=18) fue alimentado con una dieta alta en grasa 

saturada + 5% de sacarosa en el agua (Tabla 1), en esta etapa se tuvo un grupo 

control (AIN-93, n=6) al cual se alimentó con dieta AIN-93 (Tabla 1). Una vez que 

se indujo la obesidad en los animales, se comenzó con la segunda etapa de 

intervención dietaria (3 meses). En esta segunda etapa, el grupo DAG+S (n=18) 

se subdividió en 3 grupos (n=6 cada grupo) los cuales consumieron una de las 

siguientes dietas (Tabla 1): 

- DAG+S !DAG+S: este grupo siguió consumiendo la DAG+S,  

- DAG+S !AIN-93: a este grupo se le cambio la dieta a la control 

- DAG+S!DTM: a este grupo se le cambio la DTM.  

 

El grupo control siguió consumiendo la dieta AIN-93 durante esta segunda etapa.  
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Durante el protocolo se cuantificó el peso corporal de los animales y el consumo 

de alimento cada 3 días (duración completa de 9 meses). 

 

Figura 5. Diseño del protocolo para estudiar el efecto de la DTM sobre de la 
obesidad. La primera etapa de inducción a obesidad, el grupo de inducción de 
obesidad (n=18) fue alimentado con dieta alta en grasa saturada + 5% de 
sacarosa en agua (DAG+S) durante 6 meses. En esta etapa se tuvo un grupo 
control (n=6) alimentado con dieta control (AIN-93). La segunda etapa de 
intervención dietaria fue durante 3 meses. El grupo (DAG+S) se subdividió en 3 
grupos (n=6), uno de ellos siguió alimentándose con la DAG+S, el segundo 
modificó a AIN-93 y el tercero se le cambió la dieta a la DTM. 

 

Una vez que concluyeron las dos etapas del protocolo, los animales fueron 

sacrificados con un ayuno de 8 h. Las ratas primero fueron anestesiadas con CO2 

y posteriormente fueron decapitadas. Se obtuvieron suero y tejidos como: hígado, 
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tejido adiposo blanco y cerebro. Las muestras fueron almacenadas a -70º C hasta 

su uso. 

 

5.3 Determinación de parámetros bioquímicos y metabólicos en el modelo 
animal 
 
5.3.1 Determinación de parámetros bioquímicos en suero  

Algunas modificaciones metabólicas presentes en la obesidad pueden ser 

identificadas al determinar las concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol 

total, LDL y HDL. Para la determinación de éstas, se utilizaron técnicas 

espectrofotométricas, las cuales se basan en la generación de un producto visible 

a cierta longitud de onda. El ensayo que se utilizó para la determinación de la 

insulina, la leptina y la adiponectina fue la técnica de inmunoadsorción ligado a 

enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). Ésta se basa en el uso de un 

anticuerpo marcado con una enzima. Esta última reaccionará con un sustrato y se 

producirá un compuesto que podrá ser cuantificado de manera 

espectrofotométrica (86). 

Ensayo 

El suero se obtuvo centrifugando la sangre a 3500xg durante 10 min. Los 

marcadores bioquímicos como glucosa, triglicéridos, colesterol, LDL y HDL se 

determinaron en suero con el uso del analizador Cobas 111 (Roche, Basilea, 

Switzerland) (86). Se utilizaron kits (Alpco Diagnostics) para determinar los niveles 

de insulina (Catálogo 80-INSRT-E01) , adiponectina (Catálogo 22-ADPRT-E01) y 

leptina (Catálogo 22-LEPMS-E01). 
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5.3.2 Determinación de la tolerancia a la glucosa mediante una curva de 
tolerancia a la glucosa vía intraperitoneal 

Una de las determinaciones que permite evaluar la capacidad de 

metabolizar la glucosa es la prueba de tolerancia de la glucosa. Este ensayo se 

fundamenta en la administración de una concentración conocida de glucosa 

seguida de la determinación de la concentración de la misma en circulación. 

Ensayo 

La prueba de tolerancia a la glucosa se llevó a cabo mediante la inyección 

intraperitoneal de una carga de glucosa de 2 g por kg de peso corporal en las 

ratas, las cuales tenían un ayuno de 8h. Las muestras sanguíneas se tomaron de 

la vena de la cola a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min después de la 

administración de la carga de glucosa. La concentración de glucosa en plasma se 

midió usando un medidor de glucosa Ultra OneTouch (LifeScan, Inc., Milpitas, CA) 

(86). 

 

5.3.3 Determinación del gasto energético mediante calorimetría indirecta 

El gasto energético se midió mediante calorimetría indirecta. Esta determinación 

indica el tipo de sustrato oxidado que es utilizado como fuente de energía, a partir 

del valor de coeficiente de recambio respiratorio (RER, por sus siglas en inglés). El 

RER es un valor numérico que se obtiene del cálculo del CO2 producido/O2 

consumido, dependiendo de sustrato que se esté utilizando como fuente de 

energía.   

En condición de ayuno el valor de RER es 0.7, lo que indica que se están 

oxidando principalmente lípidos 

 

Lípidos (ácido palmítico) 

 C16H32O2 + 23O2 %%% 16CO2 + 16H2O       RER = 16CO2 / 23O2 = 0.70 
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y en caso de post-prandio el valor para el RER = 1, este valor que indica la 

oxidación de carbohidratos. 

 

Carbohidratos (glucosa) 

 C6H12O6 + 6O2 %%% 6CO2 + 6H2O              RER = 6CO2 / 6O2 = 1.00 

 

Ensayo 

La calorimetría indirecta se llevó a cabo en un Sistema de Monitoreo de animales 

de laboratorio Oxymax (Columbus Instruments, Columbus OH), con un sistema de 

flujo abierto conectado al sistema de detección. En este ensayo se mantuvieron a 

los animales en jaulas individuales durante 48 h. Las primeras 24 h los animales 

se aclimataron, en un periodo de 12 h en ayuno durante el período de luz y se 

alimentaron durante el periodo de oscuridad. Se midieron el consumo de O2 (VO2 

ml/kg/h) y la producción de CO2 (VCO2, ml/kg/h) a lo largo de la prueba 

secuencialmente cada 90 s durante 24 h. Con estos valores se determinó el RER 

(97). 

 

5.3.4 Análisis histológicos 

Para determinar modificaciones en la morfología de los tejidos y de las estructuras 

se usan técnicas histológicas. Éstas se utilizan como herramienta diversas 

tinciones. Las tinciones en los cortes histológicos se basan en el uso de diversos 

colorantes que son afines a las diversas estructuras celulares. Una de las 

tinciones más utilizadas es la hematoxilina-eosina (H&E). La hematoxilina 

(colorante básico) tiñe estructuras ácidas, como el núcleo, en tonos azul y/o 

púrpura y la eosina (colorante ácido) tiñe componentes básicos como el 

citoplasma en tonos de color rosa. Se realizaron tinciones de H&E para el tejido 

hepático y el tejido adiposo visceral.  
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Ensayo 

Un corte transversal del hígado y tejido adiposo se fijó por inmersión en 1 mL de 

formalina al 10%. Las muestras se colocaron por separado en moldes para su 

inclusión en parafina y posteriormente se lavaron 3 veces con parafina fundida a 

60º C, se desparafinó con tres lavados de xilol y se rehidrató con tres lavados de 

alcohol a concentraciones decrecientes hasta llegar a agua. Cuando se enfrió la 

parafina, el bloque se desmoldó y se procedió a realizar cortes de 4 µm con un 

microtomo de rotación. Los cortes se colocaron en portaobjetos esmerilados, se 

fijaron y se tiñeron con H&E (97). Las imágenes se analizaron con el software 

analizador de imágenes Leica QWIN (Cambridge, UK). El área de los adipocitos 

se midió con el software de procesamiento de imagen digital, la ImageJ 1.42hp 

(98). 

 

5.3.5 Determinación de la abundancia del ARNm 
 
La expresión génica se evaluó mediante la extracción de ARN, seguido del 

método de trascripción reversa (RT, por sus siglas en inglés). En la RT se generó 

ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc). El ADNc se utilizó en la técnica 

de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), mediante 

la cual  se amplifican segmentos específicos correspondientes a las secuencias de 

ADN de interés. 

 

5.3.6 Extracción del ARN 
 
El método de extracción de ARN se basa en el uso de fenol-cloroformo e 

isotiocianato de guanidina. El fenol rompe las células y disuelve sus componentes 

detergentes, mientras que isotiocianato conserva la integridad del ARN. La adición 

posterior de cloroformo separa la solución en fase acuosa y orgánica, donde la 

primera de estas contiene el ARN, el que posteriormente es precipitado con 

isopropanol. 
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Ensayo  

Se pesaron 500 mg del tejido en un tubo de 1.5 mL, se agregó 1 mL de TRI 

Reagent® (Sigma-Aldrich) se siguieron las instrucciones del fabricante (TRI 

Reagent® Protocol, Producto No. T9424). Al finalizar se calentó a 65º C durante 5 

min y se determinó la concentración en un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo 

Scientific™). Las muestras se almacenaron -70ºC hasta su uso.  

 
 
 
5.3.7 Generación del ADNc mediante la reacción de transcripción  

La transcripción reversa se denomina así porque se utiliza un molde de ARN para 

sintetizar una cadena de ADNc utilizando la enzima transcriptasa reversa. 

Ensayo 

Se  preparó una mezcla que contenía el ARN, la enzima transcriptasa reversa y el 

Oligo dT siguiendo las recomendaciones del fabricante (Catálogo 11756050, 

Invitrogen).  

 
 
5.3.8 PCR en tiempo real 
 
La PCR es una técnica desarrollada a mediados de los años 80´s. Con esta 

metodología se pueden producir múltiples copias de un fragmento específico de 

ADN. Esta técnica  se  basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que 

produce una cadena de ADNc a otra ya existente. Los  requerimientos de esta 

técnica  es  que existan nucleótidos en el medio, el ADN que va servir de molde, 

magnesio (como cofactor de la polimerasa), una enzima Taq polimerasa 

termoestable, puesto que las temperaturas que se utilizan en esta técnica son 

elevadas (95°C en las fases de desnaturalización del ADN). 

 

 

 



!
!

!
!
!

31!

Ensayo 

Para el ensayo de PCR en tiempo real se utilizaron dos sistemas de detección, 

Taqman y SYBR® Green. Para PCR con TaqMan se realizó la siguiente mezcla, 

10 µL de mezcla maestra, 2 µL de ADNc, 2 µL de sonda Taqman y 2 µL de agua. 

En caso de SYBR®Green la mezcla de reacción fue 10 µL de mezcla maestra, 2 

µL de ADNc, 2 µL de una mezcla de oligonucléotidos (sentido/antisentido) y 2 µL 

de agua (LightCycler® Systems, Roche). Las mezclas de reacción se realizaron 

acorde a las instrucciones del fabricante (LightCycler® Systems, Roche). Los 

oligonuclétidos utilizados y las sondas Taqman se muestran en el ANEXO 3. 

 

 

5.3.9 Extracción de miRNA 

Existen diversos mecanismos de regulación de la expresión génica, uno de ellos 

es la regulación a partir de miRNA, los cuales son RNA no codificantes que 

pueden modificar la expresión de algunos genes. Una de las técnicas que se 

utilizan actualmente para estudiar los cambios en la expresión de miRNA es 

mediante PCR en tiempo real.  

Ensayo 

Se realizó la extracción de miRNA del TAB utilizando el Mini kit  RNeasy (Catálogo 

217004; Qiagen, Hilden, Germany) y se siguieron las instrucciones del fabricante 

(miRNeasy Mini Handbook). Posteriormente se generó el ADNc usando el kit de 

miScript II RT (Catálogo 218160; Qiagen, Hilden,Germany). Finalmente se analizó 

la expresión mediante PCR en tiempo real con SYBR® Green Kit miScript PCR 

(Catálogo 218073; Qiagen, Hilden, Germany) y se siguieron las instrucciones del 

fabricante (miScript PCR System Handbook). Los oligonucleótidos utilizados se 

muestran en el ANEXO 3, como miRNA estructural se utilizó RNU6-2. 
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5.4 Determinación de la abundancia de proteínas en diferentes tejidos 
mediante Western blot 

Una de las principales estrategias que se utilizan para estudiar las rutas 

metabólicas es a través de la determinación de proteínas. El Western Blot es una 

técnica mediante la cual las proteínas son separadas mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren, mediante la aplicación de 

un campo eléctrico perpendicular al gel a una membrana, la cual será incubada 

posteriormente con anticuerpos. En el Western blot se emplea comúnmente el 

sistema de inmunodetección indirecta. En esta técnica se utiliza un anticuerpo 

primario para localizar la proteína de interés. Posteriormente se utiliza un segundo 

anticuerpo (secundario), marcado con un enzima, y contra la especie en la que se 

ha producido el primero. Este anticuerpo secundario se puede marcar de formas 

muy diversas con el fin de producir una señal detectable y con ello poder observar 

la proteína de interés. 

Ensayo 

La extracción de proteína de hígado y tejido adiposo se realizó utilizando el 

amortiguador de lisis RIPA, el cual contenía inhibidor de proteasas Complete 

(Roche Applied Science) con el cual se homogeneizaron los tejidos. Después se 

incubaron a 4º C durante 40 min, y posteriormente se centrifugaron a 3000xg por 5 

min a 4°C. Al finalizar se colectó el sobrenadante (extracto proteico).  

Se separaron las proteínas por electroforesis durante 30 min a 75V y 150 min a 

100V en un gel de poliacrilamida (7-10%), posteriormente se transfirieron por 

electrotransferencia (100V por 60 minutos) a una membrana de difluoruro de 

polivinilo (Amersham, GE Healthcare) y se bloquearon mediante la incubación con 

leche descremada al 5% en TBS 1X y 0.1% Tween. Las membranas se incubaron 

toda la noche a 4º C con uno de los siguientes anticuerpos primarios: proteína de 

unión al elemento regulador del esterol 1c (SREBP-1c, por sus siglas en inglés) 

dilución 1:2000, sintasa de ácidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés) dilución 

1:2000, proteína cinasa B (AKT, por sus siglas en inglés) dilución 1:500 y AKT 

fosforilado dilución 1:500, la proteína T-box 1 (Tbx-1, por sus siglas en inglés) 
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dilución 1:2000, receptores activados de proliferación de los peroxisomas α 

(PPAR-α, por sus siglas en inglés) dilución 1:1000, receptores activados de 

proliferación de los peroxisomas γ (PPAR-γ, por sus siglas en inglés) dilución 

1:1000 (Santa Cruz, CA, USA). Así como también la proteína desacoplante 1 

(UPC-1, por sus siglas en inglés) dilución 1:3000, coactivador de receptores 

activados de proliferación de los peroxisomas α (PGC1-α) dilución 1:1000 y 

malondialdehído (MDA) dilución 1:1500 (ABCAM, MA, USA). Las membranas se 

lavaron 3 veces durante 10 min con TBS 1X y 0.1% Tween y finalmente las 

membranas se incubaron con uno de los siguientes anticuerpos secundarios anti-

conejo IgG-HPR y anti-cabra IgG-HPR durante 90 min. Se utilizó γ-tubulina 

(dilución 1:1000) como proteínas estructural  para normalizar los datos. La 

quimioluminiscencia emitida se determinó usando reactivos de detección 

Amersham Enhanced Chemiluminescece (ECL) y el sistema ChemiDoc MP 

Imaging (BioRad) (99). 

 

5.5  Extracción de triglicéridos y colesterol en tejido hepático y adiposo 

Los lípidos del hígado y TAB se extrajeron como se ha descrito previamente por 

Folch (91). El colesterol (Colesterol FS*) y los triglicéridos (Triglicéridos FS*) se 

midieron con un kit colorimétrico enzimático comercial (Diagnostic Systems 

DiaSys, Holzheim, Alemania). El producto final se determinó a una longitud de 

onda de 547 nm en un espectrofluorómetro Biotek Sinergy HT (Biotek, Winooski, 

VA, USA). 

 

5.6  Determinación de marcadores de estrés oxidante 

Dentro de las modificaciones que se generan por el aumento de las ER son la 

oxidación de diversas moléculas como son los lípidos y las proteínas. Los cuales 

pueden ser evaluados como marcadores de EO. 

Para llevar a cabo la determinación de estos marcadores de EO se realizó un 

homogeneizado de los tejidos. Se pesaron 50 mg del tejido y se disolvieron en 500 
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µL de amortiguador que se requirió en cada ensayo; esta mezcla se homogeneizó 

con un homogeneizador manual (pellet pestles-Cordless motor, Sigma-Aldrich) 

durante 30 seg, se centrifugó a 3500xg durante 15 min y se obtuvo el 

sobrenadante. Las muestras se almacenaron a –70º C hasta su uso. 

 

5.6.1 Determinación de especies reactivas de oxígeno en tejido hepático 

Una de las técnicas para la detección intracelular de ER, es mediante el uso 

diacetato de 2’7’-diclorodihidrofluoresceína (DCD-FDA). Esta molécula fluoresce 

hasta que se eliminan los grupos acetato por las esterasas intracelulares y se 

oxida por ER que estén dentro de la célula. Por lo tanto, el uso de esta sonda sirve 

como indicador del estado redox en general en las células o en un tejido.  

Ensayo 

La formación de ER se estimó por un método fluorométrico (100). En una placa 

negra de 96 pozos (marca Corning Costar) se colocó la siguiente mezcla de 

reacción 300 µL del homogeneizado, 100 µL de DCD-FDA  (5 mM), se incubó a 

37°C durante 60 min. La intensidad de fluorescencia se registró al final de la 

incubación en un espectrofluorómetro Biotek Sinergy HT (Biotek, Winooski, VA, 

EE.UU.) a las longitudes de excitación de 495 nm y de emisión de 525 nm (100). 

 

5.6.2  Determinación de lipoperoxidación mediante la cuantificación del 
malondialdehído 

Uno de los procesos de oxidación de los ácidos grasos se denomina 

lipoperoxidación. Se trata de una reacción en cadena o auto-catalítica, es decir 

que, una vez que se inicia, continúa desarrollándose por sí misma. Uno de los 

productos finales de la lipoperoxidación es el malondialdehído (MDA), el cual es 

considerado como marcador de EO. El MDA se puede determinar de manera 

espectrofotométrica, ya que este compuesto forma un complejo colorido con el 1-

metil-2 fenilindol (1M2F) el cual se cuantifica a 586 nm (Figura 6) (101). 
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Figura 6. Reacción entre el malondialdehído (MDA) y el 1-metil 2-fenilindol (1M2F). 
La reacción entre el MDA y el 1M2F genera un cromóforo estable que se puede 
determinar de manera espectofotométrica a 586 nm. 
 
 
 
Ensayo 
En tubos de ensayo o en tubos eppendorf de 1.5 mL se hicieron diversas mezclas 

como se especifica en la tabla 2.  

 

Tabla 2. Mezcla para determinación de MDA en estándares y muestras. 

 Blanco Tubo 
estándares 

Tubo 
muestra 

Blanco de 
muestra 

A. fosfato 50 mM pH 7.4 0.2 mL -- -- -- 
Estándares de MDA -- 0.2 mL -- -- 
 Muestra (1 mg de proteína) -- -- 0.2 mL 0.2 mL 
Sol. de 1M2F 
(acetonitrilo:metanol; 3:1) 

0.65 
mL 

0.65 mL 0.65 mL -- 

HCl concentrado 0.15 
mL 

0.15 mL 0.15 mL 0.15 mL 

Sol. acetonitrilo:metanol (3:1) -- -- -- 0.65 mL 
 

Las reacciones se mezclaron e incubaron a 45oC durante 40 min,  posteriormente 

se llevó a cabo una centrifugación a 3000x g durante 5 min. Y finalmente se 

determinó la absorbancia a 586 nm en un espectofotómetro DU 640 Beckman 

Coulter. 
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5.6.3 Determinación de proteínas oxidadas  

La proteínas oxidadas se determinaron mediante un método espectofotométrico. 

El ensayo se basa la reacción del grupo carbonilo con la dinitrofenilhidrazina 

(DNPH, por sus siglas en inglés) formando un complejo colorido (Figura 7) (102).  

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Reacción entre el dinitrofenilhidrazina (DNPH) y el grupo carbonilo 
formado por la oxidación de las proteínas. El producto es complejo colorido que se 
puede determinar de manera espectofotométrica a 370 nm. 
 

Ensayo 

Para este ensayo se utilizaron 300 µL homogeneizados de hígado, los cuales se 

incubaron durante la noche con 100 µL de sulfato de estreptomicina (10%, p/v) 

para eliminar los ácidos nucleicos. Posteriormente, se centrifugaron durante 40 

min a 14000xg y se recuperó el sobrenadante. Éste se dividió en dos, a 150 µL se 

le añadieron 600 µL de DNPH (10 mM) y a los otros 150 µL se le añadieron 600 µl 

de HCl (2.5 M), ambas mezclas se incubaron durante 1 h en la oscuridad, a 

temperatura ambiente. Después se agregaron 150 µL de ácido tricloroacético 

(20%, v/v) y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente, se centrifugó a 

3000 xg durante 10 min. El paso anterior se repitió una vez más pero con la 

adición de ácido tricloroacético (10%, v/v). Los sedimentos se lavaron tres veces 

con 600 µL de acetato de etilo/etanol (1:1 v/v). Las muestras se centrifugaron a 

3000xg durante 10 min, finalmente los sedimentos se suspendieron con 1 mL de 6 

M clorhidrato de guanidina y se incubaron 10 min a temperatura ambiente. La 

absorbancia se midió a 370 nm en un espectrofluorómetro Biotek Sinergy HT 
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(Biotek, Winooski, VA, EE.UU.). El contenido de proteínas oxidadas se expresó 

como proteína carbonilada nmol/mg de proteína (102). 

 

5.6.4 Determinación de las concentraciones de glutatión 

Los niveles de GSH y GSSG se midieron usando un método espectrofotométrico. 

Este ensayo se basa en la reacción de GSH con reactivo de sulfhidrilo 5,5-ditio-bis 

(ácido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para formar un derivado amarillo, 5-tio-2-

nitrobenzoico (TNB) que se puede medir a 412 nm (Figura 8) (103). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Reacción entre el ácido 5-5´-ditiobis (2-nitrobenzoico) y el glutatión 
(GSH). El producto es se puede determinar de manera espectofotométrica a 412 
nm. La determinación de GSSG es de manera indirecta a través de la reacción 
enzimática con la glutatión reductasa (GR). 
 

Ensayo  

Se determinó la concentración de GSH y GSSG en un homogeneizado de hígado. 

El homogeneizado se realizó en 0.5 mL de ácido metafosfórico al 0.5%. Para 

llevar a cabo el ensayo se colocaron 20 µL de homogeneizado de hígado (diluído 

1:2 en un amortiguador que contenía 0.1 M de fosfato de potasio, 5 mM ácido 

etilendiaminotetraacético disódico, pH 7.5), y se le añadió 120 µL de una solución 

recién preparada de DTNB (2.5 mM) y glutatión reductasa (250 U/mL) y se mezcló 

durante 30 s. Posteriormente, se agregaron 60 µL de NADPH y se midió la 

absorbancia a 412 nm inmediatamente, con intervalos de 30 segundos durante 2 
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minutos en un espectrofluorómetro Biotek Sinergy HT (Biotek, Winooski, VA, 

EE.UU.). Para la determinación de GSSG se siguió la metodología mencionada 

anteriormente, pero las muestras tuvieron un tratamiento previo con 2 µL  de 2-

vinilpiridina obtener GSH. Los niveles de GSH y GSSG se expresan como nmol / 

mg de proteína (103). 

 

5.7 Evaluación de la memoria espacial 

Existen diferentes métodos para evaluar la memoria en animales. Uno de éstos es 

la prueba de laberinto T. Está permite analizar el aprendizaje espacial y la 

memoria de trabajo, ya que evaluar el tiempo de latencia que emplea el animal 

para alternar entre la izquierda-derecha, lo que hace referencia a la memoria en 

los roedores (104). 

Ensayo 

El ensayo se llevó a cabo en en dos fases: una fase de muestra y una fase de 

sondeo. La sesión de entrenamiento (fase de muestra) consistió en colocar a los 

animales en el brazo de partida, lo que les permite elegir entre uno de los dos 

brazos objetivas. La fase de sondeo es el tiempo de latencia que tardan los 

animales en entrar en cada brazo, así como la alternancia. Se registraron los 

datos obtenidos en cinco sesiones para cada animal. 

 

5.8  Determinación de la modificación de la microbiota intestinal y niveles de 
GIP y LPS 

Existe una relación entre las modificaciones en la microbiota y diversas 

alteraciones metabólicas. Una de las técnicas que se utiliza para determinar estos 

cambios en las diferentes especies de bacterias es mediante el uso de PCR, así 

como también la determinación de moléculas que tienen un papel importante en el 

adecuado funcionamiento del intestino como el GIP y LPS determinados mediante 

el ensayo ELISA. 
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5.8.1 Extracción de DNA de heces 

Al finalizar el protocolo se recolectaron heces de los animales para determinar los 

cambios en la composición de la microbiota mediante PCR. Para la identificación 

de los phyla se utilizó la secuencia del gen 16S ribosomal, que sirve para 

comparación de secuencias presentes en las bacterias con zonas conservadas, 

variables e hipervariables, y permiten establecer relaciones filogenéticas.  

Ensayo 

La extracción de DNA en heces se realizó mediante el uso de un  kit de extracción 

de DNA de heces (Catálogo 51504; Qiagen, Hilden,Germany) siguiendo las 

instrucciones del fabricante (QIAamp® DNA Stool Handbook). El análisis de la 

abundancia de bacterias se realizó mediante PCR en tiempo real, utilizando 

oligonucleótidos específicos para cada tipo de bacteria (ANEXO 3) y como 

estructural se utilizó el oligonucleótido universal (105). 

 

5.8.2 Determinación de los niveles de GIP y LPS 

Los niveles del péptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) (Raybiotech, 

Inc., Catálogo EIAR-GIP-1) y lipopolisacrárido (LPS) (Cloud-Clone Corp.,Catálogo 

CEB526Ge) se determinaron mediante kits. 

 

6. Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron en promedio ± EEM. Los datos fueron analizados  

mediante una t de Student de muestras independientes y un análisis de varianzas 

(ANOVA de una vía) seguido de una prueba de comparaciones múltiples 

Banferroni. Para esto se empleó el software Prims 5.0 (GraphPad, EE.UU). Un 

valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. Las diferencias entre 

todos los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Análisis de la composición química, actividad antioxidante, compuestos 
antioxidantes y perfil de lípidos en la dietas y en los componentes de la DTM 

Los antioxidantes que provienen de la dieta tienen un papel muy importante, ya 

que ayudan a equilibrar el exceso de ER, además de que algunos de los ellos 

pueden inducir la expresión del sistema antioxidante endógeno. Considerando que 

la DTM contiene alimentos que se han asociado a la presencia de antioxidantes, 

se evaluó esta actividad mediante el ensayo ORAC. Los resultados mostraron que 

los componentes de la DTM presenta actividad antioxidante, siendo el nopal el 

alimento que tuvo la actividad más alta (8737 ± 1.03 equivalentes Trolox 

(µmoles/g) (Figura 9 A). Por otro lado, la actividad antioxidante de la DTM fue diez 

veces mayor que la dieta control (AIN-93) y la DAG (p <0.001) (Figura 9 B). Los 

resultados se expresan como promedio ± EEM (n= 5). El análisis estadístico se 

realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA de una vía) seguido de la prueba 

Bonferroni (GraphPad, EE.UU.). Todas las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas con valores de p<0.05. Las diferencias entre los 

grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

 

Figura 9. Actividad antioxidante del almidón de maíz, proteína de frijol, jitomate, 
nopal y las semillas de chía y de calabaza (A). Actividad antioxidante de las 
diferentes dietas utilizadas en el protocolo: dieta control (AIN-93), DAG y DTM (B). 
Los datos se muestran como equivalentes de Trolox (micromoles/g de muestra).  
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Con base en los resultados anteriores, se decidió identificar los posibles 

compuestos que confieren la antioxidante en las dietas. Como era de esperarse, 

sólo la DTM presentó antioxidantes como catecol, ácido cafeico, ácido 

clorogénico, ácido cumárico, quercetina y kaempferol (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Identificación de compuestos antioxidantes en las dietas usadas en el 
protocolo. Los datos se expresan en mg/100 g de dieta. Promedio ± EEM (n = 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
ND: no detectado. 
 
 
De igual modo, se analizó el perfil de los ácidos grasos de cada una de la dietas 

utilizadas en el protocolo. Uno de los principales hallazgos en este análisis fue la 

presencia de pequeñas cantidades de ácido docosahexaenóico (DHA, 20:6) y 

ácido eicosapentaenóico (EPA, 20:5) en la semilla de calabaza, esto es debido a 

que la presencia de estos compuestos principalmente se han identificado en 

productos animales de origen marino. Otros ácidos grasos identificados en ésta 

semilla fueron ácido oleico (18:1), ácido palmítico y ácido esteárico (Tabla 4). En la 

semilla de chía se identificaron principalmente α-linolénico (ALA, 18:3) y ácido 

 AIN-93 DAG DTM 

Compuesto    

Ácido gálico  ND ND ND 

Catecol ND ND 0.4033 

Ácido cafeico ND ND ND 

Ácido clorogénico  ND ND 0.1089 

Ácido cumárico  ND ND ND 

Quercetina ND ND 0.2699 

Kaempferol ND UD 0.2528 
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linoléico (18:2), así como pequeñas cantidades de ácido oleico (18:1), ácido 

palmítico (16:0) y ácido esteárico (18:0) (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Concentración de ácidos grasos en las semillas de chía y de calabaza. 
Los datos se reportan como µg/100 mg de alimento. Promedio ± EEM (n = 3).  

 

DHA, ácido docosahexaenóico; EPA, ácido eicosapentaenóico. ND: No Detectado  

 

 

Respecto a los ácidos grasos identificados en las dietas, se observó que la DTM 

contenía menor cantidad los ácidos grasos en general, así como también una 

relación adecuada omega-6/omega-3 (2:1) en comparación con la dieta AIN-93 

(6:1) y la DAG (8:1) (Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 Semilla de chía Semilla de calabaza 

Ácido graso    

Ácido palmítico (16:0) 1600 ± 12 11883 ± 76 

Ácido esteárico (18:0) 971 ± 3 5707 ± 2 

Ácido oleico (18:1) 1495 ± 6 21591 ± 90 

Ácido linoléico (18:2) 2845 ± 12 ND 

Ácido α-linolénico  (18:3) 7570 ± 30 ND 

EPA (20:5) ND 968 ± 289 

DHA (20:6) ND 1334 ± 24 



!
!

!
!
!

43!

Tabla 5. Concentración de ácidos grasos en las dietas utilizadas en el protocolo. 
Los datos se reportan como µg/100 mg de alimento. Promedio ± EEM (n=4). 
 

 

DHA, ácido docosahexaenóico; EPA, ácido eicosapentaenóico.  

 

La fibra dietaria es un componente que es de gran importancia en la nutrición, por 

lo cual se llevó a cabo el análisis del contenido de fibra total, soluble e insoluble sn 

las diferentes dietas. Se observó que la DTM contiene una mayor cantidad de fibra 

total de la cual contiene 2% de soluble  y 6.1% de insoluble, lo cual es mayor a la 

cantidad de fibra que contienen las otras dietas, la dieta AIN-93 contenía 4.8% de 

fibra insoluble, sin presentar soluble, mientras que la DAG tenía 4.8% de fibra 

insoluble y 0.2% de fibra soluble (Tabla 6).  

 

Ácido graso AIN-93 DAG DTM 

Ácido mirístico (14:0) 18 ± 0.35b 264 ± 0.7a 15.4 ± 0.05 b 

Ácido palmítico (16:0) 227 ± 9.4b 146 ± 24c 312 ± 8.6 a 

Ácido esteárico (18:0) 104 ± 7 a 127 ± 10.6a 57.4 ± 2.2 b 

Ácido palmitoléico (16:1) 65 ± 4.3b 104 ± 1a 0 c 

Ácido oleico (18:1) 283 ± 14.2b 625 ± 74.5a 233 ± 13.4b 

Ácido linoléico (18:2) 625 ± 25.2b 851 ± 37a 242 ± 13.3c 

Ácido α-linolénico (18:3) 66 ± 1.1b 109 ± 3.2a 105 ± 10.5a 

Ácido araquidónico (20:4) Trazas 0 Trazas 

EPA (20:5) 7.6 ± 0.2 0 Trazas 

DHA (22:6) 24.8 ± 0.7 0 Trazas 

Relación ω-6/ω-3 6:1 8:2 2:1 
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Tabla 6. Análisis de la fibra en la dietas utilizadas en el protocolo. Los datos se 
expresan en g/100 g de dieta. Los resultados se expresan como promedio ± EEM 
(n = 3).  

 

 

 

 

 

 

7.2 El consumo de la DTM disminuyó la ganancia de peso corporal y las 
alteraciones bioquímicas producidas por la obesidad 
 
Al finalizar el protocolo, como era de esperarse el consumo de la DAG+S 

(DAG+S!DAG+S) incrementó el peso corporal significativamente en un 13.7% 

respecto al grupo AIN-93!AIN-93 (control) (p<0.001) (Tabla 7). Este incremento 

de peso corporal en el grupo DAG+S se asoció directamente con el aumento de 

los niveles séricos de glucosa, triglicéridos, colesterol total y LDL comparado con 

el grupo control (p <0.05) (Tabla 7). 

No obstante, después de la intervención dietaria con la DTM durante 3 meses, 

hubo una disminución significativa en el peso corporal (p<0.05) así como de todos 

los parámetros bioquímicos en comparación con las ratas que consumieron la 

DAG+S durante todo el protocolo (Tabla 7). El grupo DAG+S!AIN-93 (AIN-93) no 

presentó diferencias significativas en la ganancia de peso corporal comparado con 

el grupo DAG+S después de 3 meses de intervención dietaria (Tabla 7). Además 

de estas regularizaciones metabólicas, la intervención dietaria con la DTM redujo 

significativamente las concentraciones de insulina y leptina, además de generar un 

aumento de la concentración de la adiponectina, en comparación con el grupo 

DAG+S (Tabla 7).  

 AIN-93 DAG DTM 

Fibra total 4.8 5 8.1 

Fibra soluble - 4.8 2 

Fibra  insoluble 4.8 0.2 6.1 
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Los resultados se expresan como promedio ± EEM (n= 5). Los datos de la primera etapa se analizaron mediante una 

prueba t Student de muestras independientes vs grupo de control y se consideraron diferencias estadísticamente 

significativas a *p <0.05 y **p<0.01. En la segunda etapa, el análisis estadístico se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA de una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a 

valores de p <0.05. Las diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

 
Tabla 7. Efecto de una dieta alta en grasa + 5% de sacarosa en agua durante 6 meses (inducción a obesidad) y la 
intervención dietaria con diferentes tipos de dieta durante 3 meses sobre el peso corporal, consumo de alimento, 
parámetros de bioquímicos y contenido de lípidos en el hígado 

 Inducción de obesidad   Intervención dietaria 
Parámetros AIN-93 DAG+S AIN 93!AIN-93 DAG+S!DAG+S DAG+S+S!AIN-93 DAG+S!DTM 

Peso (g) 467 ±9.7 538.4 ±9.7** 477±13.4 c 574.3 ± 8.7 a 560.8± 17.2 a 500.5 ± 12.8 b 
Consumo de alimento 
(Kcal/día) 

58.7±3.4 71.4±1.9* 67.7±3.35 78.5±12.2 72.3±2.49 70.4±5.29 

Suero  
Insulina (ng/mL) 0.98 ± 0.1 2.86 ± 0.2** 0.99 ± 0.14 b 3.43 ± 0.216 a 2.38 ± 0.42 a 2.64 ± 0.27 a 
Glucosa (mg/mL) 108 ±1.05 116± 0.98** 112 ± 4.43 a,b 124 ± 2.34 a 103 ± 5.43 a,b 90.6 ± 2 c 
Triglicéridos (mg/mL) 112 ± 9.71 173 ±10.8** 109 ± 19.8 b 151 ± 12.1 a 106 ± 15.9 a,b 92.9 ± 12.2c 
Colesterol (mg/mL) 106 ± 7.89 135± 4.33** 104.1± 4.26 b 137.3± 9.24 a 112.6±2.98 b 106 ± 5.03 b 
LDL (mg/mL) 19.3 ± 1.82 25.5 ± 1.61*  25.9 ± 1.39 b 33.5 ± 1.89 a 27.6 ± 1.51 b 28.4 ± 0.88 b 
HDL (mg/mL) 83.9 ± 5.23 93.9 ± 3.45  71.5 ± 3.1 b 94.2 ± 6.72 a 77.4 ± 2.74 b 80.4 ± 4.60 b 
Adiponectina (µg/mL) - -  16.5 ± 1.42 a 11.4 ± 1.15 b 13.3 ± 1.33 b 16.7 ± 1.66 a 
Leptina (ng/mL) - -  2.7 ± 1.3 c 6.7 ± 0.06 a 4.1 ± 0.06 b 1.6 ± 0.04 d 

Hígado 
Triglicéridos (mg/g de tejido) - -  9.22±0.33 b,c 11.1±0.99 a 9.83±0.44 b 7.73±0.34 c 
Colesterol (mg/g de tejido) - -  3.63±0.06 4.03±0.05 3.57±0.04 3.47±0.06 
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7.3 La DTM disminuyó la intolerancia a la glucosa e incrementó el  gasto 
energético en un modelo de obesidad 

 

Una de las repercusiones de la obesidad es la alteración del metabolismo de 

carbohidratos, lo cual se pudo confirmar con los resultados obtenidos para el 

grupo que consumió durante 9 meses la DAG+S, ya que presentó el valor más 

elevado del área bajo la curva (ABC) en la curva de tolerancia a la glucosa (Figura 

10 A,B). De manera muy interesante se observó que el consumo de la DTM 

durante 3 meses produjo una disminución significativa del valor del ABC, incluso 

menor a la del grupo control (p <0.01, Figura  10 A,B). Los resultados se expresan 

como promedio ± EEM (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante un 

análisis de varianza (ANOVA de una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativos con valores de p <0.05. 

Las diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

 

Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa realizada al finalizar la intervención 
dietaria. Prueba de tolerancia a la glucosa (A) y valores del área bajo la curva (B) 
después del consumo de diferentes tipos de dietas.  
 

La mejora metabólica observada en la curva de tolerancia a la glucosa de las ratas 

obesas que consumieron DTM durante 3 meses se acompañó de un aumento en 

el gasto energético determinado mediante una calorimetría indirecta. Los 
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resultados muestran que el grupo DTM presentó un aumento en el consumo de 

oxígeno (VO2), cuyos valores fueron similares a los observados en el grupo de 

control (Figura 11D). Por otra parte, el grupo que consumió DAG+S durante 9 

meses generó una disminución significativa en el valor de RER (0.85 ± 0.003) en 

post-prandio, el cual fue muy similar a lo observado en ayuno, lo que sugiere que 

no hubo cambio en la oxidación de sustrato en comparación con el grupo control 

(0.90 ± 0.002)  (Figura 11 A, B). En consecuencia del consumo de la DTM durante 

3 meses, el valor de RER se incrementó significativamente (0.91 ± 0.002) en post-

prandio (noche) en comparación con el grupo DAG+S, lo que sugiere que el 

consumo de la DTM promueve el uso adecuado de sustratos dependiendo del 

estado metabólico (Figura 11 C, D). Los resultados se expresan como promedio ± 

EEM (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianza con 

un factor (ANOVA de una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativos con valores de p <0.05. Las 

diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

Figura 11. Determinación de gasto energético mediante calorimetría indirecta. 
RER y promedio del valor del RER después del consumo de diferentes tipos de 
dietas (A,B). Consumo de oxígeno (VO2) y promedio del VO2 después del 
consumo de diferentes tipos de dietas (C,D).  
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7.4 Modificaciones en el tejido hepático debido al consumo de la DTM 

7.4.1  El consumo de la DTM redujo el daño hepático y moduló la abundancia 
de ARNm de genes involucrados en lipogénesis, de enzimas antioxidantes e 
inflamación en tejido hepático  

El consumo de dietas altas en carbohidratos y lípidos está relacionado con la 

excesiva acumulación de lípidos en diversos tejidos, uno de los tejidos más 

susceptible a este proceso es el hígado. Debido a ello se analizó este tejido en los 

diferentes grupos. Como era de esperarse, el consumo de la DAG+S incrementó 

la concentración tanto de triglicéridos como colesterol en el hígado (Tabla 7); lo 

anterior se asoció directamente con el aumento en la acumulación de lípidos que 

se observó como micro-vesículas lipídicas en las histologías del tejido hepático 

(Figura 12 A). Sin embargo, la intervención dietaria con la DTM disminuyó 

significativamente la concentración de triglicéridos y colesterol hepáticos (Tabla 7), 

así como también atenuó la acumulación de lípidos en este tejido, siendo muy 

similar a lo que se observó en el grupo control (Figura 12 A).  

A su vez, se analizó la abundancia relativa de ARNm de varios genes en este 

mismo tejido. En el grupo DAG+S se aumentó el ARNm de genes implicados en la 

lipogénesis como SREBP-1c, ChREBP y FAS (Figura 12 B), lo cual fue 

acompañado de una disminución del ARNm de genes relacionados con la 

oxidación grasos como PPAR-α (Figura 12 B); además se observó que aumentó 

del ARNm de genes responsables de la inflamación (IL-6 y TNF-α) (Figura 12 B). 

Sin embargo, después de la intervención dietaria con la DTM y la dieta AIN-93 se 

produjo una disminución significativa de los niveles del ARNm de genes 

involucrados en lipogénesis y en inflamación (Figura 12 B). 
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7.4.2  La DTM modificó la abundancia de proteínas involucradas en 
lipogénesis y señalización de insulina en el hígado 

Adicionalmente, se evaluaron los cambios en abundancia de varias proteínas en el 

hígado. En los resultados se observó el grupo DAG+S indujo un incremento en 

SREBP1-c y FAS en este tejido (Figura 12 C). De manera contraria a lo resultados 

observado en los grupos AIN-93 y DTM, en cuyos tratamientos se disminuyeron 

ambas proteínas (Figura 12 C).  

Por otra parte, la vía de la PI3K es el principal mecanismo por el cual la insulina 

ejerce sus funciones. Para evaluar esta vía se analizó la abundancia de proteínas 

involucradas en este proceso, como la activación de la proteína cinasa B (AKT) 

mediante fosforilación en residuos de serina 473 (Ser 473). En los resultados se 

observó que en el grupo DTM se incrementó la fosforilación de AKT en 

comparación con el grupo DAG+S (Figura 12 C). Los resultados se expresan 

como promedio ± EEM (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante un 

análisis de varianza con un factor (ANOVA de una vía) seguido de la prueba 

Bonferroni. Las diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> 

b>c. 
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Figura 12. Modificaciones generadas en el tejido hepático por el consumo de la 
DTM. A) Análisis de la morfología del tejido hepático mediante técnicas 
histológicas y tinción H&E de los grupos control, DAG+S, AIN-93 y DTM. B) 
Determinación mediante PCR en tiempo real de la abundancia relativa de ARNm 
de genes involucrados en: β-oxidación como factor de transcripción factor 
proliferación peroxisomal alfa (PPAR-α) y carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1); 
lipogénesis como proteína de unión a los elementos de respuesta a esteroles 1c 
(SREBP-1c) y proteína de unión a los elementos de respuesta a  carbohidratos 
(ChREBP); expresión de enzimas antioxidantes como catalasa (Cat), glutatión 
peroxidasa (GPx), Glutatión reductasa (GR), superóxido dismutasa 1 (SOD1) y 
superóxido dismutasa 2 (SOD2); inflamación como el factor de transcripción factor 
de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina 6 (IL-6). C) Determinación 
mediante western blot de la abundancia de proteínas mediante involucradas en 
lipogénesis: proteína de unión a los elementos de respuesta a esteroles 1c 
(SREBP-1c), sintasa de ácidos grasos (FAS); y en la señalización de insulina: AKT 
y su fosforilación en la serina 473. La tubulina se utilizó como proteína estructural.  
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7.5 La DTM disminuyó el estrés oxidante en tejido hepático 

Durante la obesidad, hay un exceso en la formación de ER, lo que promueve la 

oxidación de lípidos y proteínas. Debido a ello se determinaron marcadores de 

oxidación de lípidos como MDA, grupo carbonil como oxidación de proteínas y las 

concentraciones de GSH y la relación GSSG/GSH. Debido al consumo de la 

DAG+S se incrementaron significativamente la cantidad de ER (Figura 13 A-C), la 

concentración de proteínas oxidadas (Figura 13 D) y la relación GSSG/GSH 

(Figura 13 F), esto en comparación con las ratas alimentadas con la dieta control. 

Las ratas obesas que se alimentaron con la DTM o la dieta AIN-93 tuvieron una 

reducción significativa de ER, MDA (Figura 13 A-C) y de los niveles de proteínas 

oxidadas (Figura 13 D). Es importante destacar que el grupo DTM tuvo los valores 

más bajos de estos marcadores de daño oxidante; y además incrementó la 

concentración de GSH (Figura 13 E). Los resultados se expresan como promedio 

± EEM (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianza 

con un factor (ANOVA de una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas con valores de p <0.05. 

Las diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 
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Figura 13. Marcadores de estrés y daño oxidante en tejido hepático. A) cantidad 
relativa de especies reactivas; B) concentración de malondialdehído (MDA 
determinado espectrofotométricamente; C) concentración de MDA determinado 
mediante western blot; D) concentración de proteínas oxidadas; E) concentración 
de glutatión reducido (GSH) y F) relación glutatión oxidado/ glutatión reducido 
(GSSG/GSH) (%).  
 
 
 
 
7.6 La DTM promueve una disminución de estrés oxidante y daño cognitivo 
en cerebro 

Actualmente se sabe que hay una estrecha relación entre la obesidad, el EO y el 

deterioro cognitivo. El consumo de DAG+S durante 9 meses incrementó 

aproximadamente 100% en la concentración de MDA en el cerebro comparado 

con los otros grupos (Figura 14 A). Sin embargo, las ratas obesas que tuvieron 

una intervención dietaria con la DTM o la dieta AIN-93 disminuyeron 

significativamente la concentración de MDA (Figura 14 A). El daño oxidante 

ocasionado debido al consumo de la DAG+S, se vio reflejado en las alteraciones 
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en la memoria a corto plazo del grupo DAG+S,  ya que presentó mayores tiempos 

de latencia en la prueba laberinto en T. No obstante, la intervención dietaria con la 

DTM generó una mejora en la evaluación de la memoria, promoviendo la 

disminución de estos tiempos de latencia (Figura 14 B, C). Los resultados se 

expresan como promedio ± EEM (n = 5). El análisis estadístico se realizó mediante 

un análisis de varianza (ANOVA de una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas con valores de p <0.05. 

Las diferencias entre los grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

Figura 14. Determinación de un marcador de estrés oxidante y daño cognitivo. A) 
Concentraciones de malondialdehído (MDA) en cerebro; Prueba de laberinto en T 
para evaluar la memoria espacial evaluados  mediante el tiempo de latencia 1 (B) 
y tiempo de latencia 2 (C) en los grupos Control, DAG+S, AIN-93 y DTM.  
 

 

7.7 Análisis del tejido adiposo blanco 

7.7.1 El consumo de la DTM mejoró la funcionalidad del tejido adiposo 
blanco y redujo el tamaño de los adipocitos 

Las modificaciones del TAB durante la obesidad pueden deberse a dos procesos 

la hiperplasia o la hipertrofia. En el análisis del TAB se observó que el consumo de  

la DAG+S incrementó área de los adipocitos (Figuras 15 A y B), lo que sugiere un 

proceso de hipertrofia. Por otra parte, se observó que el tratamiento dietario con la 

DTM durante 3 meses redujo estadísticamente el tamaño en los adipocitos 
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(Figuras 15 A y B). Lo anterior esta asociado al tamaño de los adipocitos, lo cual 

se asoció con la disminución en la relación de la cantidad de triglicéridos en el 

tejido (triglicéridos/g de tejido) del grupo DTM (Figura 15 C) en comparación con el 

grupo que consumió DAG+S durante 9 meses.  

 

7.7.2 LA DTM moduló la abundancia de ARNm de genes involucrados en 
proceso de lipogénesis, beta oxidación y adipocinas en tejido adiposo 
blanco 

Las alteraciones en la estructura del  tejido adiposo blanco (TAB) pueden estar 

relacionadas a los cambios en la cantidad de proteínas, modificaciones que 

pueden estar asociadas a la modulación de los niveles de RNAm de sus genes. 

Después del consumo de la DAG+S durante 9 meses, hubo un aumento de los 

niveles de ARNm de genes involucrados en la lipogénesis como ChREBP y 

SREBP1-c, sin embargo la intervención con la DTM disminuyó significativamente 

la expresión de éstos a niveles similares a los del grupo control (Figura 15 E).  

 

Los niveles adiponectina se ven disminuidos en la obesidad, lo cual concuerda con 

la disminución que generó el consumo de DAG+S durante 9 meses (p <0.01) 

(Figura 15 E). A pesar de lo anterior, las ratas obesas que tuvieron la intervención 

con la DTM tuvieron un aumento significativo en la expresión este gen (Figura 15 

E).  

 

Los resultados se expresan como promedio ± EEM (n = 5). El análisis estadístico 

se realizó mediante un análisis de varianza con un factor (ANOVA de una vía) 

seguido de la prueba Bonferroni. Las diferencias se consideraron estadísticamente 

significativas con valores de p <0.05. Las diferencias entre los grupos se indican 

mediante letras, donde a> b> c. 
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Figura 15. Modificaciones generadas en el tejido adiposo blanco por el consumo 
de la DTM. A) Análisis de la morfología del tejido hepático mediante técnicas 
histológicas y tinción H&E de los grupos control, DAG+S, AIN-93 y DTM. B) 
Determinación mediante el uso de software Adiposoft® de las áreas superficiales 
de los adipocitos. C) Determinación de la relación triglicéridos/g del tejido adiposo 
blanco. D) Determinación de la concentración de ADN extraído del tejido adiposo. 
E) Determinación mediante PCR en tiempo real de la abundancia relativa de 
ARNm de genes involucrados en: lipogénesis como proteína de unión a los 
elementos de respuesta a esteroles 1c (SREBP-1c) y proteína de unión a los 
elementos de respuesta a  carbohidratos (ChREBP); β-oxidación como factor de 
transcripción factor proliferación peroxisomal alfa (PPAR-α) y carnitina palmitoil 
transferasa 1 (CPT-1); genes de adipocinas como adiponectina y leptina. E) 
Determinación mediante western blot de la abundancia de proteínas mediante 
involucradas en: termogénesis como la proteína desacoplante 1 (UCP-1) y el 
factor de transcripción caja T (Tbx1) de los grupos Control, DAG+S, AIN93 y DTM. 
La tubulina se utilizó como proteína estructural.  
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7.7.3 La DTM incrementó la abundancia de proteínas involucrados en 
proceso de lipogénesis, β-oxidación y termogénesis en tejido adiposo 
blanco 

En la actualidad se considera también al TAB como un órgano metabólicamente 

activo, y está característica le permite que sea un órgano productor y secretor de 

numerosas sustancias que intervienen en la regulación del gasto energético.  

Debido a ello, se analizó la abundancia de proteínas involucradas en la generación 

de calor, de tejido adiposo beige y aumento en el gasto energético, como son 

UCP1, Tbx-1 y PGC1-α. Los resultados fueron muy interesantes, ya se observó 

que solo con 3 meses de tratamiento dietario con la DTM se incrementó la 

abundancia de UCP1, Tbx-1, PGC1-α y PPAR-α comparado con los otros grupos 

(Figura 15 F), lo cual se asocia al incremento de consumo de VO2 que se observó 

en este mismo grupo.  

 

7.7.4 La DTM indujo el aumento en la abundancia de miR-27b relacionado 
con el proceso de lipogénesis en tejido adiposo blanco 

Debido a las modificaciones en la expresión de genes observados en el TAB, se 

decidió analizar la expresión de miR-27, ya que está involucrado en el proceso de 

adipogénesis. En este análisis se observó que la DAG+S disminuyó la expresión 

relativa de miR-27 (Figura 16 A), mientras que la DTM incrementó los niveles de 

este miRNA. Para poder asociar las modificaciones en la expresión de miR-27 a 

las modificaciones observadas en el TAB se analizó la expresión de su gen blanco 

PPAR-γ, así como también la abundancia en su proteína. Los resultados son 

acordes a lo observado en el grupo DAG+S, ya que se observó que se incrementó 

de PPAR-γ en este grupo, tanto a nivel génico como de proteína (Figura 16 B,C), 

mientras que en los grupos DTM y AIN-93 hubo una disminución de PPAR-γ 

(Figura 16 B,C).   

Los resultados se expresan como promedio ± EEM (n = 5). El análisis estadístico 

se realizó mediante un análisis de varianza con un factor (ANOVA de una vía ) 

seguido de la prueba Bonferroni. Las diferencias se consideraron estadísticamente 
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significativas con valores de p <0.05. Las diferencias entre los grupos se indican 

mediante letras, donde a> b> c. 

 

Figura 16. Abundancia relativa de ARNm de reguladores del proceso de 
adipogénesis en tejido adiposo blanco. A) Abundancia relativa de miR-27, B) 
Abundancia relativa del ARNm del gen PPAR-γ y C) abundancia de proteína de 
PPAR-γ en los grupos Control, DAG+S, AIN-93 y DTM.  

 

7.8 La DTM generó modificaciones en la microbiota y en los niveles de GIP y 
LPS 

La obesidad se ha asociado con la modificación de la composición de la 

microbiota intestinal, promoviendo a una disminución de Bacteroidetes y un 

aumento de Firmicutes. Lo anterior es asociado a los que se observó en el grupo 

DAG+S (Figura 17 A). En contraste, el consumo de la DTM produjo un aumento 

significativo de Bacteroidetes y Lactobacillus, así como una disminución en la 

presencia de Firmicutes, los cuales fueron cambios muy similares a los 

observados en el grupo AIN-93 (Figura 17 A).  

Aunque los cambios en la composición de la microbiota fue muy similar en los 

grupos DTM y AIN-93, es de gran importancia resaltar que sólo la DTM produjo un 

incremento significativo de la abundancia de  Bifidobacterium (Figura 17 A).  
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Además de los cambios observados en la microbiota, los diferentes tratamientos 

dietarios, generaron modificaciones en los niveles de GIP y LPS. Por una parte, el 

consumo de  la DAG+S estimuló un aumento de 2.4 veces en GIP y 1.9 veces en 

la concentración de LPS en comparación con el grupo control (Figura 17 B,C). 

Mientras que los niveles de GIP y LPS se redujeron con el consumo tanto de la 

DTM como la dieta AIN-93, teniendo valores muy similares al grupo control (Figura 

17 B,C). Los resultados se expresan como promedio ± EEM (n = 5). El análisis 

estadístico se realizó mediante un análisis de varianza con un factor (ANOVA de 

una vía) seguido de la prueba Bonferroni. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas con valores de p <0.05. Las diferencias entre los 

grupos se indican mediante letras, donde a> b> c. 

 

Figura 17. Abundancia relativa de Firmicutes, Bacteroidetes, Akkermansia, 
Lactobacillus y Bifidobacterium, determinados mediante PCR en muestras de 
heces; B) concentración sérica de lipospolisacárido (LPS) y los niveles de incretina 
péptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GIP) en los grupos Control, 
DAG+S, AIN-93 y DTM. 
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8. DISCUSIÓN 

En la aculturación se pueden generar modificaciones en los patrones de 

alimentación, uno de ellos está relacionado  con la disminución de la ingesta de 

alimentos nativos y el aumento de la ingesta de alimentos con alto contenido de 

grasa y carbohidratos. Estas modificaciones en los patrones de alimentación se 

han asociado con el aumento en la prevalencia de la obesidad en la población 

hispanoamericana (3). Debido a lo anterior se han buscado estrategias para 

disminuir la prevalencia de esta patología y de sus complicaciones, y una de ellas 

es retomar el consumo de alimentos tradicionales para promover estilos de vida 

saludables. Sin embargo no existe evidencia acerca de los efectos benéficos por 

el consumo de la combinación de alimentos tradicionales mexicanos.  

El consumo de una dieta alta en grasas y sacarosa durante varios meses 

promueve diversas alteraciones bioquímicas, así como una falta de flexibilidad 

metabólica debido a un aumento del flujo de nutrientes a las mitocondrias, lo que 

conduce a una congestión metabólica (106). Esto es de gran importancia ya que la 

selección de sustratos para la obtención de energía se produce a nivel 

mitocondrial, y cuando se pierde esta característica existe una oxidación 

persistente de una mezcla de lípidos y carbohidratos sin importar el estado 

fisiológico (106). Esta condición se ha identificado en personas con obesidad y con 

DT2 (16). Por lo cual, es de esperarse que el cambio en la alimentación, por una 

dieta más equilibrada mejore los parámetros bioquímicos, promoviendo la 

reducción de las alteraciones metabólicas. El consumo de la DTM que contiene 

una combinación adecuada de proteínas vegetales provenientes del frijol y el 

maíz, un bajo contenido de grasa insaturada (11) y es alta en fibra, generó 

diversos efectos sobre los parámetros fisiológicos asociados con la reducción del 

peso corporal. Estos efectos fueron la disminución de los niveles séricos de 

glucosa, triglicéridos y colesterol; y el aumento la tolerancia a la glucosa. Esto a su 

vez, se vio acompañado por el aumento de las proteínas implicadas en la 

oxidación de ácidos grasos tales como PPAR-α, UCP-1, Tbx-1 y el co-activador 

PGC1-α. El incremento de estas proteínas se ha asociado al consumo de diversos 
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compuestos o alimentos como la quercetina (107), polifenoles presentes en el té 

(108), el resveratrol  presente en el vino  (109), así como también las semillas de 

chía (110) por mencionar algunos. Por ello, uno de los cambios más importantes 

fue el aumento de PGC1-α que sugiere una mejora en la función mitocondrial, lo 

que puede reflejarse en un aumento del gasto de energía (111), lo cual se observó 

en el grupo que consumió DTM al incrementar el VO2.  

Además de las modificaciones en la abundancia de proteínas termogénicas, otras 

regulaciones generadas en el tejido adiposo por el consumo de la DTM pueden 

deberse al efecto de diversos nutrimentos y compuestos bioactivos sobre diversas 

vías de señalización, factores de transcripción y otros reguladores potenciales, 

como miRNA, los cuales están implicados en la regulación de la expresión génica. 

Estudios anteriores han demostrado que la suplementación con polifenoles y 

ácidos grasos poliinsaturados pueden modular la expresión de los miRNA en el 

TAB (112). El consumo de la DTM, la cual contiene ácidos grasos poliinsaturados 

y polifenoles estimuló la expresión del miR-27, éste modular la expresión de 

PPAR-γ mediante la unión a la región promotora 3 UTR de este gen, lo cual puede 

disminuir el proceso adipogénico. Estos resultados también pueden explicar el por 

qué las ratas obesas alimentadas con la DTM tuvieron el menor peso corporal que 

los grupos que fueron alimentados con DAG+S. Asociado a las modificaciones 

observadas en estas proteínas y el aumento del gasto energético, se observó que 

en el grupo DTM hubo una disminución del tamaño de los adipocitos y de la 

concentración de los triglicéridos del hígado, además en la concentración de 

leptina, la cual se asocia directamente con la cantidad de TAB (19). Lo anterior 

sugiere que el consumo de la DTM aumentó la capacidad termogénica del TAB 

posiblemente en parte debido a la generación de tejido adiposo beige. Estos 

resultados están de acuerdo con estudios previos en los que se ha demostrado 

que el consumo de ciertos polifenoles como la quercetina estimula la generación 

de tejido adiposo beige [36].  

La quercetina es uno de los compuestos antioxidantes que se encontraron en la 

DTM, así como también el kaempherol, el catecol y el ácido clorogénico. Asociado 

con la presencia de estos compuestos polifenólicos, se observó que la actividad 
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antioxidante de la combinación de alimentos (DTM) fue 10 veces mayor que la 

dietas control o la DAG. La actividad antioxidante de la DTM reduce 

sustancialmente la formación de ER, lo cual se asocia con una mejora de la 

sensibilidad a la insulina (113). Además el consumo de la DTM provocó una 

regularización del uso de sustratos, ya que generó una disminución en la 

inflexibilidad metabólica generada por el consumo de la DAG+S. Lo anterior se 

reflejó en una disminución en la producción de ER, la concentración de proteínas 

oxidadas y la relación GSSG/GSH después del consumo de la DTM. La 

modificaciones mencionadas anteriormente pueden asociarse directamente con la 

presencia de los compuestos antioxidantes, esto es de gran importancia ya que 

estos resultados son muy similares a los efectos benéficos que se observan con el 

consumo de 340 mL de té, ya que se observó una disminución significativa del 

peso corporal, en los niveles de MDA (63%), así como también incrementó los 

niveles de GSH (114).  

Otros efectos debido al consumo de antioxidantes sobre la obesidad pueden 

deberse a distintos mecanismos de acción. Por ejemplo, la mejora en el estado 

redox del grupo que consumió la DTM pudo generarse al disminuir la cantidad de 

las ER, así como también al aumentar antioxidantes endógenos como el GSH, lo 

cual promovió la disminución de marcadores de daño oxidante. La acumulación de 

productos oxidados por las ER en el sistema nervioso está asociado a la 

generación de daño cognitivo y a la pérdida de memoria (47, 115). Uno de los 

mecanismos implicados en este proceso, es debido a que el EO favorece la 

hiperfosforilación de Tau (116). La proteína Tau en las neuronas normalmente 

estabiliza los microtúbulos, siendo esencial para el transporte axonal y por ende, 

para la función neuronal. Sin embargo cuando se hiperfosforila esta proteína forma 

agregados perdiendo su habilidad para estabilizar los microtúbulos, y favoreciendo 

eventualmente la muerte neuronal (117). Considerando lo anterior, un factor de 

gran importancia sobre los procesos cognitivos es la alimentación. Se han 

identificado efectos benéficos sobre alteraciones en la memoria debido al 

consumo de compuestos como la curcumina (118, 119) y los omegas-3 (120), los 
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cuales mejoran el proceso cognitivo a través de su efecto en la plasticidad 

sináptica. En la actualidad no existen muchos estudios que muestre los efectos de 

los alimentos sobre la función cognitiva. Por ello es de gran importancia resaltar 

que la DTM, además disminuir de anormalidades metabólicas, tuvo una mejora en 

la memoria espacial lo cual está relacionado con la disminución de la 

concentración de MDA en el cerebro. Estudios demuestran la relación que existe 

entre la disminución de los niveles de MDA y el aumento de la densidad de 

neuronas colinérgicas, los cuales son factores que promueven la mejora de la 

memoria espacial (121). 

 

Otra de las consideraciones que se deben tomar en cuenta entre el grupo que 

consumió la DTM y el grupo AIN-93 es la presencia de sacarosa en las dietas. La 

adición de sacarosa en las dietas se ha asociado en muchos estudios con la 

generación de obesidad, RI e hígado graso (122). La DTM no contenía sacarosa, 

lo cual pudo tener un impacto sobre el incremento en los niveles de adiponectina 

observados en este grupo. El aumento de adiponectina tiene gran relevancia 

sobre el metabolismo hepático, ya que impide la producción hepática de glucosa 

por la disminución de las expresiones del ARNm de dos enzimas fundamentales 

de la gluconeogénesis: la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la glucosa-6-

fosfatasa, regulando de esta manera la utilización adecuada de sustratos (123). 

En la época prehispánica las principales fuentes de grasa se obtenían del 

consumo de diversas semillas como la de calabaza y de la chía. La semilla de 

calabaza es baja en grasas saturadas como el ácido esteárico el cual que está 

implicado en el desarrollo de esteatosis hepática. Las semillas de chía son ricas 

en ácidos grasos omega 3 y ácido oleico, lo cual proporciona una relación 

adecuada de omega-6/omega-3 (2:1) de acuerdo a la Organización Mundial de la 

salud y otros reportes (124, 125). Esta relación es de gran importancia ya que en 

la actualidad esta relación incrementó de 3:1 a 15:1 (7). Lo anterior indica una 

deficiencia en ácidos grasos omega-3 y cantidades excesivas de ácidos grasos 

omega-6 en los patrones dietarios establecidos anteriormente, en base a los 
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cuales se establecieron patrones genéticos. Además el aumento del consumo de 

omega-6 en la dieta promueve la generación de productos metabólicos como las 

prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, asociados directamente con procesos 

inflamatorios (126). 

Hay evidencia de que los ácidos grasos poliinsaturados son ligandos naturales de 

PPAR-α, el cual es un factor de transcripción que activa la expresión de genes 

implicados en la oxidación de ácidos grasos (127). Uno de los resultados más 

importantes en este trabajo fue la identificación de EPA y DHA en la semilla de 

calabaza, ya que estos compuestos se encuentran mayoritariamente en alimentos 

de origen marino (128, 129). Además de asociarlo a los estudios previos que han 

demostrado que las dietas ricas en EPA y DHA previenen el crecimiento excesivo 

de tejido adiposo visceral en ratas alimentadas o bien un alto contenido de grasa o 

una dieta alta en sacarosa (130), resultados similares a lo observado en el 

presente estudio.  

En el desarrollo de la obesidad no solo están implicadas procesos que promuevan 

alteraciones en el hígado y el TAB. Estudios recientes demuestran que la 

microbiota intestinal contribuye a la fisiopatología de la obesidad. Además, está 

relacionada con la modulación de péptidos intestinales implicados en el control de 

la homeostasis de la glucosa, y esto se asocia con la disminución de las 

alteraciones metabólicas. El consumo de fibra prebiótica puede modular de la 

microbiota intestinal, disminuyendo los factores de riesgo para generación de la 

obesidad y el síndrome metabólico. Algunos alimentos de la DTM, como el nopal 

deshidratado, las semillas de chía y de calabaza, son excelentes fuentes de fibra 

soluble e insoluble que pueden funcionar como prebióticos. El nopal contiene 

mucílago, el cual contiene arabinoxilanos (131), compuestos que son 

considerados prebióticos  (132, 133). 

Para obtener un análisis más preciso de la microbiota intestinal, se analizaron 

diversos microorganismos presentes en las heces de las ratas al finalizar el 

protocolo. De acuerdo con investigaciones anteriores [45], el consumo excesivo de 
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grasa genera un aumento significativo en la relación de Firmicutes/Bacteroidetes 

durante la obesidad, lo cual fue similar a lo observado en el grupo DAG+S, sin 

embargo esta relación se invirtió durante la intervención dietaria con la DTM. Otra 

de las modificaciones que genera efectos benéficos debido a los cambios en la 

microbiota es debido al consumo de prebióticos, lo cual se ha asociado con 

aumento de Bifidobacterium, Lactobacillus y Akkermansia (134). El aumento de 

estos microorganismos está asociado a la disminución de la intolerancia a la 

glucosa, disminución de peso corporal y de tejido adiposo, generando así una 

mejora metabólica. La microbiota intestinal puede actuar a través del aumento de 

diferentes proteínas como PGC-1α y otros genes implicados en la oxidación de 

ácidos grasos, así ́ como también un aumento en la actividad de AMPK en el 

músculo y el hígado que conduce al incremento de la fosforilación de ACC, que a 

su vez disminuye la producción de la malonil-CoA. Lo anterior permite la activación 

de la enzima CPT1, incrementando la oxidación mitocondrial de ácidos grasos 

(135). Nuestros resultados muestran que el consumo de la DTM aumentó 

significativamente Bifidobacterium en mayor medida que la dieta de control, lo que 

indica que la DTM puede contener algunos alimentos con efectos prebióticos. Es 

decir, un crecimiento de la promoción de bacterias potencialmente protectoras 

(Bifidobacterium y Lactobacillus) (136). 
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9. CONCLUSIONES 

Nuestros resultados apoyan el consumo de alimentos presentes en la DTM 

disminuyó las alteraciones bioquímicas como los niveles séricos de glucosa, 

colesterol y triglicéridos. Además promovió una mejora metabólica en el tejido 

adiposo blanco ya que se disminuyó el tamaño de los adipocitos, y generó un 

tejido funcional que se reflejó en el aumento del gasto energético. La presencia de 

los ácidos grasos poliinsaturados presentes en la DTM se asoció con la 

disminución en la abundancia del ARNm de los genes involucrados en la 

lipogénesis como SREBP-1c y ChREBP, lo cual redujo considerablemente la 

generación de hígado graso. Así como también, los compuestos polifenólicos 

confirieron una mayor actividad antioxidante en la DTM y un aumento en la 

abundancia del ARNm del gen de la catalasa y de la concentración de GSH, lo 

cual provocó una disminución del estrés oxidante al reducir de los marcadores de 

daño oxidante como el MDA; lo  anterior también se vio reflejado en la mejora en 

la memoria.  

Adicionalmente se demostró que la fibra presente en la DTM promovió la 

regulación del metabolismo de carbohidratos al mejorar la tolerancia a la glucosa e 

incrementar los niveles de adiponectina. Lo anterior puede ser debido a la 

modulación metabólica que se generó por la modificación de la microbiota debido 

a la presencia de compuestos con efectos prebióticos (fibra) que incrementaron la 

abundancia de Bifidobacterium.  

Por lo anterior la DTM podría ser una estrategia dietaria de bajo costo y de fácil 

acceso para la población mexicana para reducir alteraciones metabólicas 

observadas durante la obesidad. 
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10. PERSPECTIVAS 

De acuerdo a los resultados obtenidos se sugieren experimentos que contemplen 

investigaciones experimentales en seres humanos, con el objetivo de poder 

extrapolar estos efectos benéficos a la población mexicana y de esta manera 

poder concretar la estrategia dietaria para disminuir la obesidad y las 

complicaciones presentes en esta patología en México. Por lo cual se tendría que 

evaluar la forma de consumo de estos alimentos, así como también las cantidades 

adecuadas para la población. 
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Harina de frijol negro 

Agregar agua (1:10 p/v) 

Mezclar con NaOH (0.2 N) hasta pH 8 

Filtrar 

Sobrenadante (1) Precipitado (Deshecho) 

Agregar agua (1:0.8 p/v) 

Mezclar con NaOH (0.8 N) hasta pH 8 

Sobrenadante (2) 
Sobrenadante (1+2) 

Mezclar con HCl (0.1 N) 
hasta pH 4 

Precipitado 

Autoclave 
121ºC  30 min 

Secar (entre 50-60ºC) 

Proteína 

Filtrar 

Filtrar 

Precipitado (Deshecho) 

Sobrenadante (Deshecho) 

ANEXO 1 

Figura S1. Diagrama de flujo para obtener la proteína de frijol (tomado y 
modificado de 87). 
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ANEXO 2 

Tabla S1. Composición química de los alimentos que forman parte de la DTM 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de alimentos se realizó en el departamento de Nutrición Animal y 

Bioquímica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia de la UNAM. 

 

Tabla S2. Cantidades utilizadas de cada alimento para ajustar la DTM as los 
requerimientos de la AIN-93. Los datos se expresan como g de cada alimento en 
100g de dieta. 

Alimento Cantidad (g) Proteína  Carbohidratos Lípidos Fibra Minerales 

Almidón de maíz 55.0 2.2! 44.4! 2.8! 1.5! 0.01!
Proteína de frijol 20.5 14.6! 2.6! 0.04! 0.1! 1.2!
Semilla de chía 5.0! 0.9! 0.5! 1.4! 1.8! 0.2!

Nopal 3.5! 0.7! 0.5! 0.01! 1.4! 0.01!
Semilla de 
calabaza 

12! 2.2! 5.3! 2.3! 2.2! 0.0!

Jitomate( 0.5! 0.0! 0.02! 0.00! 0.01! 0.0!
DTM Total 20.5 53.2 6.5 7.0 1.5 

AIN-93 Total 20 59.4 7 5 3.5 
 

 

Alimento Carbohidratos Proteínas Lípidos Fibra Minerales 
Almidón  80.8 4 5 2.8 0.024 

      
Frijol 12.5 71 0.2 0.5 6 

      
Semilla de chía 8.9 17.9 27.3 36 4.5 

( ! ! ! ! !
Nopal 14.1! 20.2! 0.3! 39! 0.26!

 ! ! ! ! !
Semilla de 
calabaza 

43.8 18.6 19.4 18.4 0.3 

      
Jitomate 4.3 0.6 0.2 1.2 0.025 
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ANEXO 3 

Las secuencias de las sondas SYBR® Green que se utilizaron en el presente 

estudio fueron diseñadas por nosotros. Utilizamos la base de datos Pubmed para 

la búsqueda de la secuencia del ARNm del gen de interés de la especie rattus 

norvegicus. Posteriormente se utilizó el programa e!Ensembl para identificar las 

secuencias codificantes de éste ARNm, una vez que se identificaron se utilizó el 

programa Primer 3 para generar secuencias de las sondas. Las sondas se 

sintetizaron por compañía SIGMA-ALDRICH. Las sondas Taqman para los genes 

de las enzimas antioxidantes se reportaron anteriormente por Morán-Ramos S; et 

al., 2012 (75). 

 

 

Tabla S3. Secuencia de oligonucleótidos utilizados en el sistema SYBR® Green y 
sondas Taqman. 
 

Gene Oligonucleótido Secuencia 
Expresión génica 
SREBP1c        Sentido CGTTGTACTGCAGCCACACT 
 Anti-sentido AGTGGTACTGTGGCCAGGAT 
ChREBP Sentido ACTGGAACCTTCCACTGTGC 
 Anti-sentido CTCTCTGCTTTGGGGACAAC 
PPAR-α Sentido GCGTACGACAAGTGTGATCG 
 Anti-sentido GCCAGAGATTTGAGGTCTGC 
PPAR-γ Sentido CGAGTCTGTGGGGATAAAGC 
 Anti-sentido CCAACAGCTTCTCCTTCTCG 
CPT-1 Sentido AGCAGAGGCTCAAGCTGTTC 
 Anti-sentido ACAACCTCCATGGCTCAGAC 
TNF-α Sentido ATGTGGAACTGGCAGAGGAG 
 Anti-sentido GCCATGGAACTGATGAGAGG 
IL-6 Sentido ACCACCCACAACAGACCAGT 
 Anti-sentido CGGAACTCCAGAAGACCAGA 
Leptina Sentido CCTGTGGCTTTGGTCCTATC 
 Anti-sentido TGATAGACTGCCAGGGTCTG 
Adiponectina Sentido GATGGCACTCCTGGAGAGAA 
 Anti-sentido CCTACGCTGAATGCTGAGTG 
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Expresión de miRNA 
rno-miR-27b-3p  UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC 

Abundancia de microbiota 
Firmicutes Sentido GCGTGAGTGAAGAAGT 

 Anti-sentido CTACGCTCCCTTTACAC 

Bacteroidetes Sentido AACGCTAGCTACAGGCTTAACA 

 Anti-sentido ACGCTACTTGGCTGGTTCA 

Akkermansia  Sentido CAGCACGTGAAGGTGGGGAC 

 Anti-sentido CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT 

Lactobacillus Sentido AGCAGTAGGGAATCTTCCA 

 Anti-sentido CACCGCTACACATGGAG 

Bifidobacterium Sentido TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG 

 Anti-sentido CCACATCCAGC(A/G)TCCAC 

Universal Sentido CGGTGAATACGTTCCCGG 

 Anti-sentido TACGGCTACCTTGTTACGACTT 

Taqman   

Catalasa (Cat) Rn01423343_m1 

Glutatión peroxidasa (Gpx) Rn00588153_m1 

Glutatión reductasa (Gr) Rn99999088_g1 

Superóxido dismutasa 1 (Sod1) Rn00560930-m1 
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Scope: There is few information about the possible health effects of a food combination based
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metabolism, gut microbiota and cognitive function.
Methods and results: We examined the effect of a PMD in a sucrose enriched high-fat model.
The PMD contains corn, beans, tomato, nopal, chia and pumpkin seeds in dehydrated form.
Following induction of obesity, rats were fed PMD. PMD consumption decreased glucose
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PGC1-! and Tbx-1 in white adipose tissue. Finally, the PMD significant decreased hepatic levels
of ROS, oxidized proteins and GSSG/GSH ratio and an increase in the relative abundance of
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1 Introduction

Epidemiological studies have revealed important changes
in food consumption in Mexico [1]. Acculturation often de-
creases the intake of native foods and increases the intake of
refined foods, sweets and diets high in fat. Several investiga-
tors have demonstrated a correlational relationship between
obesity, diabetes and acculturation [2, 3].

Emerging data support traditional foods that connect eth-
nicity to dietary intake patterns to promote healthy lifestyles
[4]. Continued research is needed to provide evidence-based
data to guide the recommendations for these foods.

The Mesoamerican pre-hispanic diet was based mainly on
corn, black beans, nopal, chili, pumpkin and chia seeds [5],
as well as turkey, fish, fowl and insects as sources of protein
and minerals [6]. Such variety was not available to the entire
population at all times. Indeed, the Spaniards were struck by
the frugality of the everyday diet of the average Indian [7]. The
average Indian ate a mostly vegetarian diet of corn, beans and
seeds [7].

It has been widely reported that the combination of cereals
and legumes complement the limiting amino acids in each
source [8, 9] as in the case of black beans and corn, making
this combination a good quality protein.

In the Aztec diet, there was almost no fat or oil, and the
main sources of fat in the traditional diet were pumpkin and
chia seeds rich in omega 3 fatty acids [10]. Omega 3 fatty acid
contained in the chia seed downregulated the transcription
factor SREBP-1c involved in fatty acid synthesis and its target
gene FAS [11].

Nopal has been used for a long time in traditional Mex-
ican cuisine and medicine. This vegetable contains soluble
(mucilage and pectin) and insoluble fiber (cellulose, hemi-
cellulose, lignin) and also contains !-carotenes, polyphe-
nols and vitamin C with antioxidant activity [12]. Currently,
nopal is commonly used as complementary and alternative
medicine (CAM) in hispanic population [13] due to its anti-
hyperglycemic effect in subjects with type 2 diabetes [14].
Obese animals fed nopal decreased the hepatic steatosis and
oxidative stress by increasing adiponectin concentration that
in turn up regulates PPAR-" involved in fatty acid oxidation
[15].

Tomato contains fiber and vitamin C. Lycopene con-
tained in tomato decrease plasma levels of resistin, leptin
and interleukine-6 [16].

Currently, different countries are generating scientific ev-
idence of beneficial effects of particular functional foods by
the identification and understanding the potential mech-
anisms of biologically active components to prevent non-
communicable diseases [17] such as obesity. However, there
is no information that supports the beneficial effect of the
pre-hispanic diet.

Thus, the consumption of a food combination of a typical
pre-hispanic Mexican diet based on corn and bean proteins,
nopal, tomato and chia and pumpkin seeds may modify the

lipid and carbohydrate metabolisms reducing the oxidative
stress improving the functionality of the white adipose tissue
and modify the gut microbiota in a diet-induced obesity model
(to eliminate the physical activity factor).

2 Materials and methods

2.1 Reagents and materials

Fluorescein, 2,2′-Azobis (2-methylpropionamidine) di-hyd-
rochloride, Trolox, hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine1-
oxy, 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid), glutathione reductase
and dinitrophenylhydrazine (DNPH) were purchased from
Sigma-Aldrich. 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCD-
HFDA) was from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). The
ELISA kits for insulin, adiponectin, and leptin were pur-
chased from Alpco (NH, USA), GIP (Raybiotech, Inc., GA,
USA) and LPS (Cloud-Clone Corp. USA). The glucose me-
ter was purchased from LifeScan, Inc., Milpitas, CA). Mon-
oclonal antibodies against sterol regulatory element binding
protein 1 (SREBP-1c), fatty acid synthase (FAS), protein ki-
nase B (AKT) and phosphorylated AKT, T-box protein 1 (Tbx-
1) and peroxisome proliferator activated receptor-" (PPAR-"),
peroxisome proliferator activated receptor-# (PPAR-#), as well
as #-tubulin, were obtained from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). Anti-uncoupling protein 1 (UPC-
1), anti- peroxisome proliferator-activated receptor-# coacti-
vator (PGC1-") and anti-malondialdehyde (MDA) were ob-
tained from ABCAM (ABCAM, MA, USA). DNA isolation
kit, RNAiso Plus for the extraction of total RNA and SYBR

R©
,

Premix Ex TaqTM, miRNeasy Mini Kit and miScript miRNA
PCR Kits were purchased from Qiagen (Qiagen, Hilden,
Germany).

2.2 Animals: housing and experimental design

Twenty-four male Sprague–Dawley rats from Harlan aged 5
to 7 weeks (120–150 g) were randomized for this study. The
animals were housed in individual cages and maintained in
a controlled temperature room with 12-h light–dark cycles
and free access to water and food. The research protocol was
developed in two stages. In the first stage, 18 rats were fed a
high-fat diet and 5% sucrose in water (HFD+S), and 6 rats
were fed a control diet (AIN-93) [18] for 6 months. In the sec-
ond stage, the rats fed with HFD+S were changed to one of
the following diets for 3 months: i) HFD+S (n = 6), ii) AIN-
93 (n = 6), iii) PMD (n = 6) (Supporting Information Fig.
S1). The control group continued consuming the control diet
(n = 6). Animal weight and food consumption were deter-
mined every 3 days during the protocol. At the end of the
study, we collected the stool of each rat and stored the sam-
ples at –70°C until analysis. At the end of the experiment,
the rats were killed by decapitation after being anesthetized
with CO2. The liver, adipose tissue and brain were rapidly
removed and stored at –70°C until analysis. Samples of liver
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Table 1. Composition of experimental diets (g/100g diet)

Source AIN-93 HFD PMD

Nutrient
Carbohydrate Cornstarch 39.7 27.9 –

Maltodextrin 13.3 6.3 –
Sucrose 10 7.8 –
Corn flour, black beans concentrate, nopal, tomato,

chia and pumpkin seed
– – 62

Protein Casein 20 24 –
Corn flour, black beans concentrate, nopal, chia and

pumpkin seed
– – 20

Lipid Soy oil 7 7 –
Lard – 17 –
Corn flour, black beans concentrate, nopal, chia and

pumpkin seed
– – 6

Fiber Cellulose 5 5 –
Corn flour, black beans concentrate, nopal, chia and

pumpkin seed
– – 8

Mineral Mineral mix 3.5 3.5 3.5
Vitamin Vitamin mix 1 1 1

L-Cysteine 0.3 0.3 0.3
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25
TBHQ 0.0014 0.0014 0.0014
Energy (Kcal/g) 3.9 5.1 3.8

and adipose tissues were collected and fixed in formalin for
hematoxylin-and-eosin staining. Serum was obtained by cen-
trifugation of blood at 1500 x g for 10 min and stored at –70°C
until further analysis. The procedure was approved by the An-
imal Committee of the National Institute of Medical Sciences
and Nutrition, Mexico City (CINVA 277).

2.3 Dietary treatments

The composition of the AIN-93 diet (control), HFD and PMD
is shown in Table 1. The diets were administered in dry form
and the PMD was adjusted to the recommendation of the
AIN-93 [18]. The PMD was based on the staple Mexican diet
based on corn, beans and tomatoes [19] added of some tra-
ditional foods such as nopal, chia and pumpkin seeds. The
HFD was prepared as described [20] with the addition of 5%
of sucrose in the water.

2.4 Antioxidant activity of foods and identification
of antioxidant compounds

The ORAC assay was performed according to a previous re-
port [21] (For details see Supporting Information methods).
The identification of antioxidants such as gallic acid, cate-
chol, caffeic acid, chlorogenic acid, coumaric acid, quercetin
and kaempferol was carried out by HPLC [22, 23]. The GSH
and GSSG content in liver homogenates was obtained by
spectrophotometric method [24] (For details see Supporting
Information methods).

2.5 Quantification of Fatty Acids and fiber in diets

Total lipids from seeds and diets were extracted as described
by Folch [25], and methylated as previously described [26].
The methylated fatty acids were analyzed by gas chromatog-
raphy (Agilent 6850; Agilent, Santa Clara, CA, USA) with
a flame ionization detector (Agilent), using an HP-1 capil-
lary column (J&W Scientific, Albany, CA, USA). The content
of total dietary fiber, soluble dietary fiber and insoluble di-
etary fiber were determined using the enzymatic-gravimetric
AOAC method [27].

2.6 Biochemical variables

Serum glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL and
HDL were analyzed with COBAS C11 (Roche). Serum in-
sulin, adiponectin, leptin (Alpco Diagnostics), glucose in-
sulinotropic peptide (Raybiotech, Inc.) and lipopolysaccha-
ride (Cloud-Clone Corp.) were determined by ELISA kits
(For details of LPS determination see Supporting Informa-
tion methods).

2.7 Liver lipids and cholesterol

Liver lipids were extracted as previously described by Folch
[25]. Cholesterol and triglycerides in the liver were measured
with an enzymatic colorimetric commercial kit (DiaSys Diag-
nostic Systems, Holzheim, Germany) in a chemistry analyzer
(RAA-50; Technicon Ames, Tarrytown, NY, USA).
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2.8 Glucose tolerance

At the end of the experiment, a glucose tolerance test was
performed by the intraperitoneal injection of a glucose load
of 2 g per kg body weight in 8 h fasted rats. Blood samples
were collected from the tail vein at 0, 15, 30, 45, 60, 90 and
120 min after administration of the glucose load. The plasma
glucose concentration was measured using an OneTouch Ul-
tra Glucose Meter (LifeScan, Inc., Milpitas, CA).

2.9 Measurement of energy expenditure

Energy expenditure was measured by indirect calorimetry
in an Oxymax Lab Animal Monitoring (CLAMS) System
(Columbus Instruments, Columbus OH). The animals were
individually housed for 48 h in plexiglass cages with an open
flow system connected to CLAMS. The animals were acclima-
tized for 24 h, fasted for 12 h during the light period and fed
during the dark period. Throughout the test, O2 consumption
(VO2 mL/Kg/h) and CO2 production (VCO2, mL/Kg/h) were
measured sequentially for 90 s. The respiratory exchange ratio
(RER) was calculated as the average ratio of VCO2 produced
to VO2 inhaled (VCO2/VO2).

2.10 Histological analysis

A morphologic analysis of tissues was performed using the
Leica Qwin image-analyzer system on a Leica DMLS micro-
scope. Liver and white adipose tissue was fixed with 4%
paraformaldehyde. Sections of 5 !m thick liver and adi-
pose tissues were stained with hematoxylin and eosin. The
adipocyte area was measured with the ImageJ 1.42p digital
imaging processing software.

2.11 Determination of oxidative markers

Reactive oxygen species (ROS) production [28], lipid perox-
idation [29] and oxidation of protein [30] were measured in
homogenates from tissues [31] (For details see Supporting
Information methods).

2.12 Western-blotting analysis

Total protein of pooled liver and adipose tissue samples (n =
6) was extracted and quantified by the Bradford assay (Bio-
Rad) and stored at –70°C (For details see Supporting Infor-
mation methods). The protein detection was performed by
SDS-PAGE and then transferred to a membrane and incu-
bated with primary and secondary antibodies to obtain the
immunoblotting image with a ChemiDocTM XRS + System
Image LabTM Software (Bio-Rad, Hercules, CA) as previously
described [32] (For details see Supporting information meth-
ods). The immunoblotting assays were performed 3 times
using independent blots.

2.13 Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted using TRIzol, following the manu-
facturer’s instructions. The mRNA abundance was measured
by real-time quantitative PCR using Taqman assays (Applied
Biosystems) and the SYBR R© Premix assay (Roche), using
actin as a reference for normalization. The primers are listed
in the Supporting Information Table S5.

2.14 miRNA extraction

Extracellular microRNA from the white adipose tissue was
isolated using miRNeasy Mini Kit (Qiagen) reagents. cDNA
was prepared using the miScript II RT Kit, used as a tem-
plate in real-time PCR with miScript SYBR Green PCR Kit
(Qiagen); RNU6-2 was employed as a reference for normal-
ization. The primers are listed in the Supporting Information
Table S5.

2.15 Microbiota analysis by real time PCR

Stool DNA was isolated using DNA isolation Kit (Qiagen)
reagents. The DNA abundance was measured by real-time
quantitative PCR, using SYBR R© Premix assay (Roche), em-
ploying a universal primer (16S gene) as a reference for nor-
malization. The primers are listed in the Supporting Infor-
mation Table S5.

2.16 Memory evaluation by T-maze

Five days before finalizing all dietary interventions, the mem-
ory was evaluated by T-maze spontaneous alternation blots
[33] (For details see Supporting Information methods).

2.17 Statistics

The data are expressed as the mean ± SEM. Statistical anal-
ysis was performed using an unpaired t-test compared with
control group, and one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post-hoc test was used to compare among all groups, using
software Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA), p<0.05
was considered significant.

3 Results

3.1 Antioxidant activity, antioxidant compounds
and fatty acid composition in the PMD

To assess the antioxidant activity of the individual compo-
nents of the PMD, the ORAC assay was performed. The re-
sults showed that the main components of the PMD had
antioxidant activity and that nopal had the highest activ-
ity (8737 ± 1037 Trolox equivalents !moles/g) (Supporting
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Table 2. Effect of a high-fat diet enriched with 5% sucrose in water for 6 months (stage 1) and dietary intervention with different types of
diet for 3 months (stage 2) on body weight, food consumption, energy intake, serum biochemical parameters and liver lipids

Diet-induced obesity (stage 1) Diet intervention (stage 2)

Parameter AIN-93 HFD+S AIN
93→AIN-93

HFD+S→HFD+S HFD+S→AIN-93 HFD+S→PMD

Weight (g) 467 ± 9.7 538.4 ± 9.7** 477 ± 13.4c 574.3 ± 8.7a 560.8 ± 17.2a 500.5 ± 12.8b

Food consumption
(Kcal/day)

58.7 ± 3.4 71.4 ± 1.9* 67.7 ± 3.35 78.5 ± 12.2 72.3 ± 2.49 70.4 ± 5.29

Serum
Insulin (ng/mL) 0.98 ± 0.1 2.86 ± 0.2 0.99 ± 0.14b 3.43 ± 0.216a 2.38 ± 0.42a 2.64 ± 0.27a

Glucose (mg/mL) 108 ± 1.05 116 ± 0.98** 112 ± 4.43a,b 124 ± 2.34a 103 ± 5.43a,b 90.6 ± 2c

Triglycerides
(mg/mL)

112 ± 9.71 173 ± 10.8** 109 ± 19.8b 151 ± 12.1a 106 ± 15.9a,b 92.9 ± 12.2c

Cholesterol (mg/mL) 106 ± 7.89 135 ± 4.33** 104.1 ± 4.26b 137.3 ± 9.24a 112.6 ± 2.98b 106 ± 5.03b

LDL (mg/mL) 19.3 ± 1.82 25.5 ± 1.61* 25.9 ± 1.39b 33.5 ± 1.89a 27.6 ± 1.51b 28.4 ± 0.88b

HDL (mg/mL) 83.9 ± 5.23 93.9 ± 3.45 71.5 ± 3.1b 94.2 ± 6.72a 77.4 ± 2.74b 80.4 ± 4.60b

Adiponectin (!g/mL) – – 16.5 ± 1.42a 11.4 ± 1.15b 13.3 ± 1.33b 16.7 ± 1.66a

Leptin (ng/mL) – – 2.7 ± 1.3c 6.7 ± 0.06a 4.1 ± 0.06b 1.6 ± 0.04d

Liver
Triglycerides (mg/g

of tissue)
– – 9.22 ± 0.33b,c 11.1 ± 0.99a 9.83 ± 0.44b 7.73 ± 0.34c

Cholesterol (mg/g of
tissue)

– – 3.63 ± 0.06 4.03 ± 0.05 3.57 ± 0.04 3.47 ± 0.06

Data are expressed as the mean ± SEM (n = 5). The data of the first stage were analyzed by an unpaired t-test vs. control group and the
differences were considered statistically significant at *p < 0.05 and **p < 0.01. In the second stage, statistical analysis was performed
using one-way analysis of variance (ANOVA) with a post-hoc Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were
considered statistically significant at p<0.05. Differences among groups are indicated by letters, where a>b>c.

Information Fig. S2A). Taken together, these results indi-
cated that the PMD had ten times higher antioxidant activity
than the control AIN-93 and HFD diets, p<0.001 (Supporting
Information Fig. S2B). The antioxidant compounds identi-
fied in the PMD were catechol, caffeic acid, chlorogenic acid,
coumaric acid, quercetin and kaempherol (Supporting Infor-
mation Table S3).

In addition, we identified the fatty acid profile in
chia and pumpkin seeds. Interestingly, the pumpkin seed
contained small amounts of docosahexaenoic acid (DHA,
20:6), eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5), oleic acid (18:1),
palmitic acid and stearic acid (Supporting Information
Table S1). Chia seed contained mainly "-linolenic (ALA, 18:3)
and linoleic acid (18:2), as well as small amounts of oleic
(18:1) palmitic (16:0) and stearic (18:0) acids (Supporting In-
formation Table S1). In addition, we identified the fatty acid
profile present in the experimental diets. Interestingly, PMD
contained lower omega-6/omega-3 ratio (2:1) compared with
AIN-93 (6:1) and HFD (8:1) that was confirmed by the gas
chromatography analysis (Supporting Information Table S2).

3.2 PMD consumption decreases body weight gain
and reduces biochemical abnormalities
produced by obesity

After 9 months of dietary treatment, the HFD+S group
showed 13.7% higher body weight gain than the control group

(p<0.001) (see Table 2). Thus, the HFD+S group had higher
serum glucose, triglycerides, total cholesterol and LDL con-
centrations than the control group (p<0.05) (see Table 2).

When the HFD+S group was switched for 3 months to
a dietary intervention consuming the PMD diet, there was a
significant decrease in body weight gain (p<0.05), as well as
in all biochemical variables compared with rats that contin-
ued the HFD+S diet (Table 2), whereas there was no signifi-
cant difference in body weight gain between the HFD+S and
AIN-93 groups after 3 months of dietary treatment (Table 2).
Interestingly, the hormonal parameters were also modified
after 3 months of the dietary intervention. PMD and AIN-93
significantly reduced the insulin and leptin concentrations
and increased the adiponectin concentration, compared with
those of the HFD+S group (Table 2).

3.3 PMD reduces glucose intolerance and metabolic
inflexibility

After 9 months of consumption of the HFD+S, the AUC
for glucose was significantly higher than the control group
(Fig. 1A and B). Interestingly, after 3 months of dietary in-
tervention, the AUC of the PMD group was even lower than
that obtained for the control group (p<0.01, Fig. 1B).

In addition, the metabolic improvement of the obese rats
after 3 month with PMD was accompanied by an increase
in VO2 similar to that observed in the control group, as
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Figure 1. Glucose tolerance test (A) and area under the curve (B) after the consumption of different types of diets. Data are expressed
as the mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with a post-hoc Bonferroni’s
multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were considered statistically significant at p<0.05. Differences among groups are
indicated by letters, where a>b>c.

measured during the indirect calorimetry analysis (Fig. 2C
and D). Furthermore, the assessment of the respiratory ex-
change ratio (RER) showed that after 9 month of consumption
of HFD+S, this group had a lower RER (0.85 ± 0.003) than the
control group did (0.90 ± 0.002), indicating that the utiliza-
tion of lipids as an energy substrate was 49.3% in the HFD+S
group compared with 32.5% in the control group, suggest-
ing a metabolic inflexibility. Interestingly, obese rats after
3 month with the PMD diet exhibited a significant increase
in the RER (0.91 ± 0.002; 29.2% of fat as an energy source) on
the re-fed condition (night) compared with HFD+S group, in-
creasing up to 70.8% carbohydrate oxidation as energy source
(Fig. 2A and B).

3.4 Consumption of PMD reduces oxidative stress
and liver damage

After 9 month of dietary treatment with HFD+S, rats showed
the presence of small lipid droplets in the liver; by contrast,
the intervention of obese rats with PMD for 3 months sig-
nificantly reduced the hepatic damage as the liver structure
and architecture was similar to the control group (Fig. 3A).
This improvement was associated with a marked reduction
in the liver triglyceride content of the PMD group compared
with the HFD+S group (p<0.05) (Table 2). During obesity,
there is excess in the formation of ROS that promote the ox-
idation of lipids and proteins. In fact, rats fed for 9 months
with the HFD+S diet had a significant increase in ROS, MDA
and MDA protein-adducts (Fig. 3B, C, and E), oxidized pro-
teins measured by protein carbonyl and GSSG/GSH ratio
(%) (Fig. 4A and D), compared with those fed the control diet.
Obese rats fed with the PMD or AIN-93 diets had significantly
lower ROS and MDA levels (Fig. 3B and C), MDA–protein
adducts (Fig. 3E) and oxidized proteins levels (Fig. 4A) than
the HFD+S group (Fig. 3B–D), interestingly, the PMD group

showed the lowest ROS formation (Fig. 3B), oxidized proteins
and GSSG/GSH ratio (%) (Fig. 4D).

3.5 PMD has an impact on hepatic gene and protein
expression

We examined whether the hepatic lipid levels were associated
with changes in the expression of lipogenic and fatty oxida-
tion genes. As expected, after the consumption of HFD+S,
there was an increase in the expression of genes and pro-
teins involved in lipogenesis (SREBP-1c, ChREBP and FAS)
(Fig. 3D and E). (For quantitative analysis, see Supporting in-
formation, Fig. S3) and a decrease in the expression of genes
related to fatty oxidation (PPAR-!), compared with the con-
trol group (Fig. 3D). This was accompanied by an increase
in the expression of genes responsible for inflammation
(IL-6 and TNF-!). After the consumption of PMD, there was a
significant decrease in lipogenesis and inflammation and an
increase in the antioxidant enzyme catalase in the groups fed
control or PMD (Fig. 3D). Additionally, there was improved
insulin signaling mediated by the phosphorylation of AKT
(Fig. 3E) in the control and in the PMD groups (Fig. 3E). (For
quantitative analysis, see Supporting information, Fig. S3)

3.6 Consumption of PMD decreases adipocyte size
and increases the functionality of white adipose
tissue (WAT)

Improvement in the accumulation of hepatic lipids has been
associated with functional adipose tissue. In fact, after the
consumption of HFD+S, the obese rats exhibited an in-
crease in the size and number of adipocytes (Fig. 5A–D.),
indicative of hypertrophic adipose tissue. After the consump-
tion of PMD, there was a decrease in the size of adipocytes
(Fig. 5A and B) and in their triglyceride content (Fig. 5D).
The HFD+S group had a concomitantly higher mRNA abun-
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Figure 2. Energy expenditure (A) and oxygen consumption (VO2) in rats fed control diet (AIN 93) or HFD after 6 months (first stage) and
after the dietary treatments for 3 months (second stage). Data are expressed as the mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis was performed
using one-way analysis of variance (ANOVA) with a post-hoc Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were
considered statistically significant at p<0.05. Differences among groups are indicated by letters, where a>b>c.

dance of ChREBP and, after the intervention with PMD, sig-
nificantly decreased both ChREBP and SREBP-1c expression
to levels similar to those of the control group (Fig. 5E). In addi-
tion, the HFD+S group showed a decrease in adiponectin ex-
pression in WAT (p<0.01) (Fig. 5E), but the intervention with
PMD increased the gene expression of adiponectin (Fig. 5E).

3.7 PMD consumption induced thermogenesis in
white adipose tissue

Additionally, we evaluated whether PMD could induce the
thermogenesis process in WAT by analyzing the expression of
specific proteins such as uncoupling protein 1 (UCP-1), T-box
protein 1 (Tbx-1), peroxisome proliferator activated receptor
! (PPAR-!) and peroxisome proliferator-activated receptor-!
coactivator (PGC1-!). Interestingly, the PMD group increased
the protein expression of Tbx-1, PPAR-! and PGC1-! pro-
teins in WAT, compared with the HFD+S and AIN-93 groups
(Fig. 5F), explaining in part the increase in oxygen consump-
tion (VO2). (For quantitative analysis, see Supporting Infor-
mation, Fig. S3).

3.8 Regulation of the miR-27b expression by PMD

To assess whether changes in WAT by the dietary treatments
could be associated with the expression of miRNA, we mea-
sured the expression of miR-27b. Interestingly, obese rats
fed the PMD increased miR-27b gene expression in WAT
(Fig. 5G), associated with a decrease in PPAR-" expression
in greater extent than obese animals fed AIN-93 (Fig. 5H and
I). On the contrary, the consumption of HFD+S decreased
miR-27b and increased PPAR-" gene and protein expression
(Fig. 5G–I). (For quantitative analysis see Supporting Infor-
mation Fig. S3).

3.9 Microbiota was modulated by PMD

Diet can have a major influence on microbial community
composition, however, little is known about the possible ef-
fect of a combination of foods based on a pre-hispanic diet
that are still consumed. The development of obesity is influ-
enced by relative proportion of the two major phyla of bacteria
(Firmicutes and Bacteroidetes) present in the gut. In this study,
after 9 months of consumption of HFD+S there was a 23%
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Figure 3. Hepatic hematoxylin and eosin histological analysis (A), reactive oxygen species (ROS) (B), malondialdehyde (MDA) concentration
(C) Hepatic expression of genes involved in lipogenesis, fatty acid oxidation, antioxidant and inflammation in the liver (D), protein abundance
of MDA protein-adducts, SREBP-1c, FAS, AKT and AKT-P in the liver, with tubulin used as the loading control (E) of rats fed the dietary
treatments for 3 months (second stage). Data are expressed as the mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis was performed using one-
way analysis of variance (ANOVA) with a post-hoc Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were considered
statistically significant at p<0.05. Differences among groups are indicated by letters, where a>b>c.

increase in Firmicutes and a 36% decrease in Bacteroidetes
abundances, compared with the control group. After the di-
etary intervention with PMD, the Firmicutes significantly de-
creased by 68% and the abundance of Bacteroidetes increased

by 32%, compared with the HFD+S group (Fig. 6A); a similar
change in microbiota was observed with the AIN-93 group.
Interestingly, in HFD+S group, there was a 32% decrease in
Bifidobacteria compared with the control group, whereas the

Figure 4. Antioxidant status in liver deter-
mined by (A) oxidized protein, (B) GSH, (C)
GSSG and (D) GSSG/GSH ratio (%) con-
tent in rats fed different types of diets. Data
are expressed as the mean ± SEM (n =
5). Statistical analysis was performed us-
ing one-way analysis of variance (ANOVA)
with a post-hoc Bonferroni’s multiple com-
parison test (GraphPad, USA). All results
were considered statistically significant at
p<0.05. Differences among groups are in-
dicated by letters, where a>b>c.
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Figure 5. White adipose tissue hematoxylin and eosin histological analysis (A) Adipocyte distribution size (B), adipose tissue DNA content
(C) and adipose tissue triglyceride/DNA ratio (D), Expression of genes involved in lipogenesis, fatty acid oxidation and adipokines in
white adipose tissue (E), protein abundance of UCP-1, Tbx-1, PPAR-! and PGC1-! in WAT, with tubulin as the loading control (F), miR-27b
abundance (G), PPAR-" mRNA (H) and protein (I) abundance in WAT of rats fed the dietary treatments for 3 months (second stage). Data
are expressed as the mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with a post-hoc
Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were considered statistically significant at p<0.05. Differences among
groups are indicated by letters, where a>b>c.

PMD group showed the highest increase in the abundance
of Bifidobacteria by 64%, compared with the HFD+S group.
Additionally, PMD increased the abundance of Lactobacillus
by 21%, compared with the HFD+S group, to a similar extent
than the AIN-93 group (Fig. 6A).

Furthermore, the consumption of a HFD+S stimulated
the production of lipopolysaccharide (LPS) and the incretin
glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) that reg-
ulates insulin secretion. In fact, the HFD+S group showed
2.4-fold increase in GIP and 1.9-fold increase in LPS con-
centration compared with the control group. The dietary

treatment with PMD or AIN-93 diets significantly produced
a reduction of GIP and LPS to the normal values (Fig. 6B
and C).

3.10 PMD improved cognitive function and
decreased oxidative stress in the brain

We also investigated whether the PMD diet could improve
the lipoperoxidation state, not only in WAT but also in the
brain, which could accelerate the cognitive decline produced
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Figure 6. Relative abundance of Firmi-
cutes, Bacteroidetes, Akkermansia, Lac-
tobacillus and Bifidobacteria were deter-
mined by PCR in stool samples (A), serum
LPS concentration (B) and GIP levels af-
ter the dietary treatments for 3 months
(second stage). Data are expressed as the
mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis
was performed using one-way analysis of
variance (ANOVA) with a post hoc Bon-
ferroni’s multiple comparison test (Graph-
Pad, USA). All results were considered sta-
tistically significant at p<0.05. Differences
among groups are indicated by letters,
where a>b>c.

by oxidative stress during obesity. Surprisingly, in rats fed
for 9 months with HFD+S, there was an increase of approxi-
mately 100% in the brain MDA concentration, compared with
the control group. The consumption of PMD for 3 months
of intervention decreased the MDA concentration, similar to
that observed in the control or AIN-93 groups (Fig. 7A). The
results in the present study indicated that the HFD+S group
exhibited spatial long- and short-term memory performance
impairments reflected in the latency times 1 and 2 (Fig. 7B
and C), whereas the intervention for 3 months with PMD had
a strong effect on the improvement of memory observed in
the lowest latency times (Fig. 7B and C).

4 Discussion

Acculturation often decreases the intake of native foods and
increases the intake of refined foods, sweets and diets high
in fat. These dietary changes have led in an increase in the
prevalence of obesity in the hispanic population [2]. Emerging
data support traditional foods to promote healthy lifestyles,
however there is not much information about the pre-
hispanic diet on health effects.

The consumption of a sucrose-enriched high-fat diet for
several months promotes several biochemical alterations as
well as a metabolic inflexibility due to an increased flux of

Figure 7. Brain MDA concentrations (A), T-maze test to evaluate spatial memory, Latency 1 (B), Latency 2 (C) after the dietary treatments
for 3 months (second stage). Data are expressed as the mean ± SEM (n = 5). Statistical analysis was performed using one-way analysis
of variance (ANOVA) with a post hoc Bonferroni’s multiple comparison test (GraphPad, USA). All results were considered statistically
significant at p<0.05. Differences among groups are indicated by letters, where a>b>c.
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nutrients to the mitochondria leading in a metabolic con-
gestion [34], oxidative stress, dysbiosis in the microbiota and
possible cognitive damage. It would expect that changes in
the diet by one more balanced could improve biochemical
parameters, reducing metabolic abnormalities. Interestingly,
the consumption of the PMD which contains an adequate
combination of vegetable proteins from legumes and cereals,
low unsaturated fat [10], high in fiber (Supporting Informa-
tion Table S4) improved specific physiological parameters
associated with a reduction of body weight such as serum
glucose, glucose intolerance and serum triglycerides. This
in turn increased proteins involved in fatty acid oxidation
such as PPAR-!, UCP-1, Tbx-1 and the coactivator PGC1-!.
Increase in PGC1-!, indicate a better function of the mi-
tochondria, which can be reflected in an increased energy
expenditure [35]. As a consequence, we observed in a PMD
group a decrease in adipocyte size and liver triglycerides and
leptin concentrations leading in a higher weight lost. These
results suggest that the consumption of the PMD increase
the thermogenic capacity of the adipose tissue possibly in
part due to a browning process. These results are in agree-
ment with previous studies that have demonstrated that con-
sumption of certain polyphenols including quercetin lead
to white adipose tissue browning [36]. In fact, the antioxi-
dant compounds found in the PMD includes the polyphe-
nols quercetin, kaempherol, and catechol. Interestingly, the
results of the present study revealed that the antioxidant ac-
tivity of the pre-hispanic Mexican diet was 10 times higher
than the control or high-fat diets. On the other hand, our data
indicates that consumption of PMD decreased metabolic in-
flexibility which in turn decreased the oxidative stress mark-
ers such as ROS, oxidized proteins and GSSG/GSH ratio and
had a significant impact on cognitive function, improving the
spatial memory. Thus, improvement in metabolic flexibility
in addition to the high antioxidant activity in the PMD sub-
stantially reduces the formation of ROS and this is associated
with an improvement of insulin sensitivity [37]. In addition,
nutrients and bioactive compounds in the diet can regulate
signaling pathways, transcription factors and other potential
regulators, such as microRNA (miRNA) in WAT, which are
involved in the regulation of gene expression. Previous stud-
ies have shown that nutrient supplementation with polyphe-
nols and PUFAs can modulate miRNA expression in adipose
tissue [38]. The consumption of the PMD diet that contains
PUFAs and polyphenols stimulated miRNA-27b expression
by binding to the 3 UTR promoter region of PPAR-", which
represses adipogenic process. These results may also explain
why the obese rats fed the PMD displayed more weight lost.

The differences between PMD and AIN-93 groups could
be partly explained by the different diet content. Compared
to AIN-93, PMD diet does not contain sucrose which was
shown in many studies to be a positively associated with
obesity, insulin resistance and fatty liver [39]. In addition,
in the Aztec diet, the main sources of fat were pumpkin
seeds, which contain mainly oleic acid, small amounts of
DHA, EPA, and low saturated fat that contains less steric

acid which is implicated in the development of liver steatosis.
Chia seeds are rich in omega 3 fatty acids and oleic acid,
which provide an omega-6 to omega-3 ratio of 2:1. The current
ratio in the Western diet increased from 3:1 to 15:1 [40, 41],
indicating a diet deficient in omega-3 fatty acids and excessive
amounts of omega-6 fatty acids, compared with the diet on
which human beings evolved and their genetic patterns were
established. There is evidence that polyunsaturated fatty acids
are natural ligands of PPAR-! that activate the expression of
genes involved in fatty acid oxidation [11].

However, not only is the interaction between various or-
gans and cell systems involved in the development of obesity
but there is also increasing evidence that the gut microbiota
contributes to the pathophysiology of obesity. The modula-
tion of gut peptides involved in the control of glucose home-
ostasis may be one mechanism by which the modulation of
gut microbiota via specific dietary fiber is associated with an
improvement of metabolic disorders. Prebiotic fiber modu-
lation of the gut microbiota improves risk factors for obesity
and metabolic syndrome. Some constituents of PMD, such
as dehydrated nopal, chia and pumpkin seeds, are excellent
sources of soluble and insoluble fiber that can function as
prebiotics. Nopal contains mucilage, which is composed of
arabinoxylans [42] that are considered prebiotics [43, 44]. To
obtain a more accurate analysis of the gut microbiota, we an-
alyzed some microbial community profiles of obese rats with
or without PMD. Consistent with previous research [45], we
observed a significant increase in the Firmicutes/Bacteroidetes
ratio during the obesity, and this ratio was inverted during
the dietary intervention with PMD. Prebiotic consumption
has been associated with increases of Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. and Akkermansia [46]. Our results showed
that PMD consumption significantly increased Bifidobacteria
in a higher extent than the control diet, indicating that PMD
may contain some foods with prebiotic effects.

In summary, our findings suggest that PMD, low in satu-
rated fat, with an adequate omega 6/omega 3 ratio and high in
soluble and insoluble fiber and antioxidants can reverse some
of the metabolic abnormalities related with obesity. Further-
more, our results support the consumption of foods present
in the PMD as a part of dietary strategies to ameliorate the
metabolic abnormalities observed during obesity.
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