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RESUMEN

Actualmente los consumidores tienen un mayor interés en comer saludable,
cambiando de un consumo de alimentos altamente procesados a buscar un consumo
de alimentos naturales, organicos que puedan proporcionar beneficios a la salud.
Existen alimentos denominados funcionales los cuales ademés de su valor nutricional
contienen compuestos bioactivos en pequefias cantidades que tienen una funcién
benéfica sobre la salud. Recientemente se ha caracterizado al nopal como un alimento
funcional debido a la presencia de polifenoles, vitamina C y [-carotenos que le dan
actividad antioxidante al nopal, sin embargo, debido a que su consumo es casi
exclusivo de México no existen estudios respecto a sus mecanismos de accion. Por lo
gue es importante utilizar a la nutrigenémica, para explicar como un alimento puede
regular la expresion de genes. De esta manera se pueden explicar el modo de accién
del nopal lo cual nos proporcionaria una idea del beneficio de este alimento asi como
de su posible papel como prebiético. Se ha descrito que los microbios residentes en el
intestino, conocidos en conjunto como microbiota intestinal, han sido identificados como
uno de los factores ambientales involucrados en el desarrollo de ciertas enfermedades.
Una mayor aproximacion a esta poblacién microbiana podria contribuir a conocer el uso
potencial del nopal como prebiotico. Estudios previos en el Departamento de Fisiologia
de la Nutricion han indicado que el consumo de nopal a largo plazo en un modelo de
obesidad en ratas genéticamente modificada con una mutacion en el receptor de leptina
disminuye significativamente el estrés oxidativo y la esteatosis hepatica. También
estudios en pacientes con diabetes tipo 2 han demostrado que el consumo de nopal
disminuye significativamente la secrecion del péptido insulotropico dependiente de
glucosa (GIP, glucose insulinotropic peptide). Por lo que es de interés estudiar si el
consumo de nopal en un modelo de obesidad inducido por dieta (grasa saturada y
azucar) regula la expresién de genes involucrados en la lipogénesis, la oxidaciéon de
acidos grasos, la microbiota y la secrecién del péptido GIP, siendo el objetivo del
presente trabajo determinar el efecto del consumo de nopal sobre la composicion de la
microbiota intestinal. Para ello se desarroll6 un modelo de obesidad inducida por dieta
(OID) en ratas Wistar macho y posteriormente se les dieron diferentes dietas con o sin
nopal, posteriormente se analizaron los tejidos hepatico y adiposo, asi como diversos
parametros séricos (insulina, glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, GIP y
LPS) y fisiologicos (RER y VO,), ademas de realizar por gPCR y secuenciacion masiva
el analisis de la composicion de la microbiota intestinal. Finalmente se concluyo que el
consumo de nopal tuvo efectos benéficos tanto en la disminucién de anormalidades
bioquimicas durante la obesidad asi como en la composicién de la microbiota intestinal,
por lo que, podriamos considerar a este alimento ademas de funcional como prebidtico.



INTRODUCCION

El poder valorar la importancia de la relacion entre la alimentacion y la salud es una
de las aportaciones mas importantes del siglo XX al contexto histérico de la nutricion.
(Morales Calatayud, 1999). Aunque desde el inicio de los tiempos la humanidad ha sido
consciente de que necesitaba comer bien para vivir, y de que algunos alimentos en
determinadas circunstancias podrian representar un riesgo a la salud, no fue hasta
finales del siglo XX cuando se concientiz6 hasta qué punto una buena o mala
alimentacion puede contribuir positiva o negativamente a la salud (Lowenberg, 1970).
Durante la primera mitad del siglo XX, los estudios nutricionales determinaron cuales
eran los nutrientes esenciales y las cantidades que de cada uno de ellos era necesaria
para cubrir las necesidades nutricionales y gracias a estos estudios, hoy en dia existen
tablas de referencia sobre ingestas recomendadas de nutrientes. Pero en el Ultimo
tercio del siglo XX cambiaron las circunstancias alimentarias de las sociedades
desarrolladas, de manera que durante esos afios se observé que el consumo excesivo
de ciertos nutrientes tenia un impacto negativo en la salud, surgiendo las
recomendaciones de evitar el exceso del consumo de grasas, sal y azucar (Garcia
Closas, 1995).

Actualmente la investigacion nutricional tiene uno de sus principales ejes en el
estudio de las conexiones entre ciertos componentes de la dieta y el posible efecto
protector o preventivo frente a enfermedades crénico-degenerativas. Con ello, el interés
del consumidor en comer saludable esta cambiando hacia los potenciales beneficios de
la salud de alimentos especificos e ingredientes de alimentos (Martinez Jiménez, 1998).
Ademas, la evidencia cientifica soporta la idea de que algunos de estos alimentos
puedan tener efectos positivos sobre la salud y el bienestar méas alla de proveer los
requerimientos basicos nutricionales (Ashwell, 2002). Los alimentos funcionales son
aguellos que en forma natural o procesada ademas de sus componentes nutritivos
contienen compuestos bioactivos, los cuales se encuentran en pequeias cantidades y

tienen una funcién benéfica dentro del organismo (Alvidrez MA, 2002).



Las nuevas tecnologias de la nutrigendmica, la cual es una rama de la genémica
nutricional que pretende proporcionar un conocimiento molecular sobre los
componentes de la dieta que contribuyen a la salud mediante la alteracion de la
expresion y/o estructuras segun la constitucion genética individual, tienen el enorme
potencial de poder ayudar a conocer los mecanismos de accion de los nutrimentos a
nivel molecular (Mutch, 2005). Con esto se podra hacer recomendaciones mas
apropiadas sobre el consumo de un alimento y su efecto en la salud. En México, la
nutrigendémica tiene un potencial aun mayor, ya que los alimentos se consumen por
tradicion o por costumbre, pero no se sabe si estos alimentos tienen un efecto en la
salud, por lo que es de gran importancia estudiar los mecanismos de accion de los
alimentos mexicanos. Estudios previos en el Departamento de Fisiologia de la
Nutricion han demostrado que el nopal es un alimento que actualmente se considera
como un alimento funcional, ya que aparte de sus propiedades nutricionales, contiene
fibra soluble e insoluble, vitamina C, B-carotenoides, flavonoides, fitoesteroles, clorofilas
y polifenoles que le confieren al nopal actividad antioxidante, antihiperglucemiante y es
capaz de regular el péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP). Este
alimento, debido a su alto contenido en agua aporta solamente 27 kcal/100 g de

producto (Lopez-Romero, 2014).

En estudios recientes en un modelo de hiperinsulinemia e hiperleptinemia se ha
demostrado que el consumo de nopal a largo plazo disminuye significativamente la
esteatosis hepatica, la formacion de especies reactivas y la formaciéon de
malondialdehido (Moran-Ramos, 2012). Debido a que el nopal se consume casi
exclusivamente en México no existe informacion sobre sus posibles mecanismos de
accion. Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el nopal tiene un indice
glucémico bajo (.G = 37), tiene actividad antihiperglucemiante y es capaz de disminuir
la concentracién del péptido gastrointestinal GIP (Lopez-Romero, 2014). Este péptido
esta involucrado en la estimulacion de la secrecion de insulina. A mayor estimulacion de
GIP por el pancreas mayor secrecion de insulina y mayor estimulacion de los
receptores de GIP en el tejido adiposo que se asocia con una mayor lipogénesis y
obesidad (Yip, 2000).



Por lo que el objetivo del presente trabajo es poder estudiar el efecto del consumo
de nopal a largo plazo en un modelo de obesidad inducido por grasa saturada y azlcar
en el agua sobre la expresion de genes involucrados en la lipogénesis, oxidacion de
acidos grasos e inflamacion, sobre los cambios en las principales filas de la microbiota
fecal para poder considerar al nopal como un alimento prebidtico y por ultimo estudiar el

efecto del nopal sobre las concentraciones del péptido gastrointestinal GIP.

MARCO TEORICO

A. Alimentos funcionales

El concepto de alimentos funcionales se inici6 en Japon en la década de 1980
(Ashwell, 2002). En 1991, la Union Europea, en un esfuerzo por reducir el
creciente costo de la atencion de la salud, se cre6 una categoria de alimentos
con beneficios potenciales (Foods for Specified Health Use -FOSHU)
(Grossklaus, 2009) Finalmente este concepto llego a los EUA a finales de la
década de los 90 (Arvanitoyannis y Van Houwelingen-Koukaliaroglou, 2005). No
existe una definicion universal para los alimentos funcionales, sin embargo, una
definicion consenso es que son aquellos que en forma natural o procesada
ademas de sus componentes nutritivos contienen compuestos bioactivos, los
cuales se encuentran en pequefias cantidades y tienen una funcion benéfica
dentro del organismo y que ademas son consumidos como parte del patrén
normal de alimentacion (Colombo, 2010). Algunos aspectos de salud

relacionados con estos alimentos funcionales son:

» Mejor desarrollo y crecimiento;
» Mantenimiento de la salud (por ejemplo, la funcién inmune, salud digestiva,

salud mental, salud en el envejecimiento, el rendimiento fisico);



» Reducciéon del riesgo de tener obesidad;

» Reduccion de riesgo de enfermedades cronicas relacionadas con la dieta
(por ejemplo, la enfermedad cardiovascular, la diabetes tipo 2 y sindrome
metabdlico, enfermedades musculoesqueléticas). (Cappuccio y Pravst,
2011).

Respecto a la salud en el tracto gastrointestinal, que es primordial debido a
gue actia como una interface entre la dieta y todas las demés funciones
metabolicas, una adecuada funcion del tracto depende de un equilibrio en las
bacterias benéficas para prevenir la invasion de bacterias patdgenas y la
generacion de metabolitos no deseados (Hasler, 1998). Una de las areas mas
prometedoras para el desarrollo de alimentos funcionales radica en el uso de
ingredientes para modificar la composicion y actividad metabdlica de la
microbiota intestinal (probidticos, prebidticos y simbioticos) (Petschow et al.,
2013; Saier y Mansour, 2005).

Un probidtico contiene microorganismos vivos que al ser administrados en
concentraciones adecuadas, confieren un beneficio al hospedero (Vitteta et al.,
2015), los beneficios potenciales para la salud que pueden tener los probioticos
incluyen:

» Reduccion de la incidencia o gravedad de las infecciones gastrointestinales;
» Reduccion de la intolerancia a la lactosa;
» Mejora global de la funcién intestinal, incluyendo la reduccién en el

estrefiimiento y la diarrea (Divyashri et al., 2015).

Por otro lado los prebiéticos, son ingredientes fermentados selectivamente
gue permiten cambios especificos, tanto en la composicion y / o actividad en la
microflora gastrointestinal, Io que confiere beneficios a la salud y bienestar del
consumidor (Slavin, 2013; Hutkins et al., 2015). Por ejemplo la inulina trans-
galactooligosacaridos son considerados prebiéticos (Roberfroid, 2010). Sin
embargo no todos los carbohidratos de la dieta son prebidticos y es necesario
establecer criterios claros para establecer un ingrediente alimentario como

prebidtico. Estos criterios son:



e Resistencia a la acidez gastrica, a la hidrolisis por enzimas de mamiferos, y
a la absorcion gastrointestinal.

e Fermentacion mediada por la microbiota intestinal.

e Estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de las bacterias
intestinales que contribuyen a la salud y el bienestar (Roberfroid, 2007).

Un alimento funcional considerado prebibtico puede presentar las siguientes

propiedades:

e Mantenimiento de la microbiota intestinal y la estimulacion del transito
intestinal.

e Cambio en la microbiota del colon, lo que contribuye a la consistencia normal
de las heces, prevencion de la diarrea y el estrefiimiento.

e Eliminacion de las sustancias en exceso tal como la glucosa y el colesterol,
lo que favorece Unicamente la absorcion de las sustancias necesarias.

e Estimulacion del crecimiento de bacterias consideradas beneficiosas, por
ejemplo, Bifidobacterias.

e Estimulacion de la absorcion y la producciéon de vitaminas del grupo B (B1,
B2, B3, B6, B9, B12).

» Fortalecimiento del sistema inmune.

e Contribucion al control de la obesidad.

e Disminucién de los riesgos de osteoporosis (Sousa y Garbieri, 2011,
Brownawe et al., 2012).

Hoy en dia, hay evidencia de que el comer estos alimentos funcionales dan
beneficios para la salud, siendo ahora el reto el desarrollo eficaz de sinergias
entre la ciencia y la tecnologia de alimentos para el desarrollo de productos
alimenticios que tengan un beneficio para el consumidor (Arabbi, 2001; Brown
et al., 2015).



B. El nopal

El uso del nopal se remonta a la época prehispanica. Se cultiva en varios
estados del centro del pais como Morelos, Tlaxcala, Distrito Federal y el estado
de Meéxico. La planta del nopal tiene gran resistencia a la sequia y a las
fluctuaciones extremas de temperaturas, asi como su notable adaptabilidad a
los suelos calcareos y porosos (Malainine et al., 2003). De hecho todo puede
aprovecharse del nopal y sin embargo poca atencion realmente se ha prestado
a su cultivo y desarrollo a gran escala, su consumo se ha limitado a su
distribucion y consumo en fresco (Vazquez, 2006). El cultivo comercial se
exporta en ltalia, Espafa, Brasil, Chile, Argentina y California. Los cladodios, es
decir el tallo aplanado, con apariencia de hoja, han servido como forraje,
fuentes de frutos, vegetales y de colores naturales y se emplean para

cosmeéticos y medicamentos (Stintzing y Carle, 2005).

Los nopales se agrupan en dos géneros: Nopalea constituido por plantas
gue tienen los estambres mas grandes que el perianto y Opuntia en el que los
estambres son mas cortos (Bravo-Hollins, 1978). Son arbustos de unos 5 m de
altura, con tallo cilindrico ramificado de color verde; su tronco esta formado por
pencas aplanadas. Las flores varian del amarillo al rojo, tienen frutos de color
verde, rojo o purpura, llamadas comdnmente tunas. Crece en climas seco,
semiseco y templado. Se cultiva en zonas aridas y semiaridas, se encuentra
asociada con matorral xerofilo y bosques de encino y pino. En su fase inmadura
se presentan hojas pequefias cilindricas y curvas, en las pencas hay espinas y
aguates (gloquidias) localizadas en las areas llamadas areolas. Los aguates o
gloquidias son 100% celulosa cristalina y las espinas estan constituidas por
96% polisacéaridos, de los cuales 49.7% corresponde a celulosa y 50.3% a
arabinosa (Malainine et al., 2003). Las espinas miden 1-3 cm de largo y
corresponden al 8.4% del peso total del cladodio y tienen como funcién la
proteccion mecanica contra depredadores, producen sombra y protegen al tallo

reflejando los rayos solares, condensan la humedad ambiental y la dirigen hacia



las raices donde es absorbida y de esta forma reduce la pérdida de agua en la

planta. Los frutos son bayas ovoides y carnosas de 3 a 12 cm de longitud de

colores verde, amarillo, rojo, anaranjado, purpura, conocidas comunmente

como tunas o xoconostles ( Ben Salem-Fnayou et al., 2014).

Los nopales que consumimos en México, pertenecen al género Opuntia de

la familia de las Cactaceas. Son plantas suculentas y perennes, con tallos

espinosos aplanados o cilindricos. Existen mas de 107 especies en México. El

origen de su cultivo no se conoce bien, pero se sabe que fueron semicultivadas,

desde épocas remotas, seleccionando las mejores variedades. En la tabla 1, se

presenta la clasificacién taxondmica de este alimento (Bravo-Hollins, 1978).

TABLAL1. Clasificacion
taxonomica del nopal

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Tribu
Subfamilia
Género

Subgénero

Especie

Vegetal
Embryophyta
Angioserma
Dicotiledoneae
Dialipetalas
Opuntiales
Cactaceae
Opuntiae
Opuntioideae
Opuntia
Platyopuntia

varios
nombres

Fuente: BravoHollis, 1978.



El género Opuntia esta formado por dos subgéneros, uno representado por
las Opuntias de forma cilindrica, mejor conocidas como cactus y clasificados
como Opuntia cylindropuntia y el otro subgénero de forma aplanada a la cual
pertenecen los verdaderos nopales cuyos frutos se conocen como “tuna” si
tiene sabor dulce “xoconostle” si tiene un sabor acido y se les clasifica como

Opuntia platyopuntia (Bravo-Hollins, 1978).

La composicion de los cladodios varia por factores como el lugar de cultivo,
la estacion y la edad de la planta. Los cladodios jovenes presentan altos
contenidos de carbohidratos, proteina y agua. Dentro de la composiciéon
guimica del nopal existe un alto contenido de agua, del orden de 90- 92.5%.
Entre los minerales que contiene, por cada 100g de nopal b.s, los principales
son el calcio (18-57 mg) y el potasio (50 mg) ademas de magnesio (11-17mg) y
pequefias cantidades de hierro y aluminio, entre otros. El nopal contiene
también, en varias proporciones diferentes carbohidratos y compuestos
nitrogenados. (Stintzing y Carle, 2005). El contenido de flavonoides en el nopal,
varian de acuerdo a la variedad, tipo de tejido y estado de madurez. Los fenoles
totales (97.6 - 109.76 mg / 100g b.s.) estan constituidos por los flavonoides,
flavonoles, &cidos fendlicos y otros &cidos organicos. Se ha encontrado que
estas cactaceas producen flavonol 3-oglicosidos (quercetina, kaempferol e
Isorhamnetina), mirecitina, vitexina y orientina. Entre otros compuestos se
encuentran diversos acidos organicos de los cuales se tienen reportes de que el
acido malonico y el acido citrico se encuentra en concentraciones de 36 mg y
178 mg / 100g de peso fresco respectivamente. En contraste los cladodios
viejos de Opuntia ficus indica no contienen acido malonico y presentan una
disminucién de acido citrico a 31mg/ 100 g peso fresco. Existen otros acidos
tales como el &cido férbico, piscidico y eucomico se han detectado
cualitativamente pero no han sido cuantificados (Stintzing y Carle, 2005). En
cuanto a la fibra dietética se ha reportado que se encuentran 18 g / 100 g b.s.
en el nopal fresco (Stintzing y Carle, 2005).pero en estudios mas recientes se
determind en nopal deshidratado a 60°C, donde se encontr6 que la fibra
dietética total (FD) corresponde a 45.99 g / 100 g b.s., de los cuales 5.01 g /
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100 g b.s. corresponden a fibra dietética soluble (FS) y 40.98g/100g b.s. a fibra
dietética insoluble (FI), guardando una proporcién FI/FS de 6-8, la cual se ha
comprobado que en el intervalo de 1.0-2.3 brinda un efecto fisiolégico asociado
con ambas fracciones de fibra (Malainine, 2003; Cadena Santos, 2006).
Dentro de los compuestos encontrados en menor cantidad se tienen los
carotenos (22.9 mg/100g b.s.), de los cuales el 36% corresponden a -
caroteno, 46% luteina y 18% a-criptoxantina. El acido ascorbico (vitamina C) se
encontré en una concentracion 268.3mg/100g b.s; los esteroles (0.8-3.2g/100g
b.s.) de los cuales el 86.7% corresponden a f-sitosterol y por ultimo la clorofila
total (152.44mg/100g b.s.), de la cual 115.85mg corresponden a clorofila a y
36.58mg corresponden a clorofila b (Stintzing y Carle, 2005). En la tabla 2 se

resume la composicién quimica del nopal en 100g del mismo en base seca.

TABLA 2. Composicion quimica del nopal
en base seca

Compuesto En 100 g de nopal b.s.
Calcio 18-57 mg

Potasio 50 mg

Magnesio 11-17 mg

Hierro, Aluminio y otros

Pequenas cantidades

Fenoles 97.6-109.76 mg
Acido malénico 36 mg
Acido citrico 178 mg
Fibra Soluble 40.98 g
Fibra Insoluble 6-8 g
B-caroteno 8.24 mg
Luteina 10.53 mg
a-criptoxantina 4.12 mg
Vitamina C 268.3 mg
Esteroles 0.8-3.2 g
Clorofila a 115.85 mg
Clorofila b 36.58 mg
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El nopal se vende principalmente en fresco en diferentes presentaciones;
sin desespinar, desespinado entero y en cuadritos. En segundo término y en
menor proporcion el nopal se comercializa enlatado en escabeche y en
salmuera, seguido de otro grupo de productores que lo deshidratan para
obtener polvo para formar tabletas o capsulas, o en su defecto harina de nopal
para diferentes usos (Vazquez, 2006). En México existen varios informes sobre
el uso de las pencas de nopal para mitigar el dolor y curar inflamaciones, por
ejemplo, gastritis, Ulceras pépticas, fatiga y disnea, glaucoma, congestion e
hipertrofia hepatica alcohdlica. Los cladodios desprovistos de sus espinas se
parten a la mitad, se calientan y se utilizan para el tratamiento tépico de los
dolores reumaticos, heridas recientes, las quemaduras, zonas inflamadas y las
Ulceras de piel crénicas (Pefia, 2006; Mazza, 2000). Los nopales en polvo
particularmente en capsulas son usados para regular el peso corporal, la
glucosa en sangre, colesterol, triglicéridos y como fuente de fibra. También se
ha demostrado que al consumir nopales los niveles de glucosa e insulina se
normalizan rapidamente y después de 10 dias de su consumo antes de la cena
hay una disminucién significante en los niveles de glucosa sérica. El jugo
obtenido de los nopales puede ser usado en shampoo, acondicionadores,
lociones, jabones y protectores solares. Finalmente en periodos de sequia
especialmente, el nopal silvestre sirve como suplemento forrajero para vacas,
ovejas, chivos y entre otros, debido a que cubren una cantidad considerable del
agua que requieren los animales asi como de minerales y la proteina

recomendada (Stintzing y Carle, 2005).
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C. Microbiota

El tubo digestivo alberga un ecosistema bacteriano complejo cercano a los
100 billones (10**) de microorganismos que forman la microbiota intestinal. Esta
microbiota intestinal ha evolucionado junto con el ser humano, adaptandose y
conviviendo con €l en una estrecha relacion simbiética (Turnbaugh et al., 2008).
La microbiota ejerce funciones nutricionales, metabdlicas y protectoras que la
vuelven indispensable para el huésped mientras que este le entrega nutrientes y
condiciones adecuadas para su crecimiento (Gordon et al., 2012; Ussar et al.,
2015). La presencia de la microbiota intestinal, de hecho, impacta en la expresion
de genes en la mucosa intestinal del huésped: por ejemplo la colonizacion de
ratones axénicos (sin microbiota) por Bacteroides thetaiotaomicron (un
microorganismo comun en la microbiota intestinal) induce la expresion de genes
implicados tanto en la defensa del organismo y la regulacion de la funcién
intestinal de barrera como en la vascularizacion del epitelio y la
digestién/absorcion de nutrientes, principalmente susA-susG (Hooper et al.,
2001; Backhed et al., 2007).

La microbiota no se distribuye en forma homogénea en el tracto digestivo;
mas de 99,9% se encuentra en el colon, con concentraciones que alcanzan los
10° a 10 CFU / g y con un fuerte predominio de anaerobios estrictos. El ciego y
el colon ascendente son sede de procesos intensos de fermentacion y sus
poblaciones bacterianas estan en continuo crecimiento, produciendo
concentraciones altas de acidos grasos de cadena corta (SCFA, short chain fatty
acids) que llevan a un pH bajo (5,4 - 5,9), mientras que en el colon descendente
estos procesos son menos intensos por lo cual la concentracion de SCFA en su
lumen es menor y el pH mas alto (6,6 - 6,9) (Cummings et al., 1987). En la
microbiota intestinal existe un equilibrio entre las poblaciones bacterianas
dominantes y aquellas subdominantes, presentes en menor cantidad. Cuando
este equilibrio es adecuado, la microbiota actia como una barrera que impide la
multiplicacion de patégenos y por ende el desarrollo de patologias gas-

trointestinales (Dalby et al., 2006).
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La complejidad del ecosistema microbiano intestinal ha sido estudiada y
revisada extensamente durante estos Ultimos afos. Se dispone de datos sélidos
a favor de que en el tubo digestivo humano estan representados cuatro Phylum
bacterianos dominantes: Firmicutes (grampositivos), Bacteroidetes
(gramnegativos), Actinobacterias (grampositivas) y Proteobacterias
(gramnegativas) (Gerard, 2015). Los hongos y Archaea pueden ser también
residentes, pero comprenden menos del 1% de la poblacion total, lo que ilustra
que el ecosistema intestinal estda dominado claramente por las bacterias, en
particular las correspondientes a los tipos Firmicutes y Bacteroidetes, las cuales
seran distribuidas de diferente manera de acuerdo al estado de salud del
individuo, siendo aproximadamente 1024 especies las que existen en el intestino

humano (Everard y Cani, 2013)

La principal manifestaciéon del mutualismo entre la microbiota intestinal y su
huésped es que la primera es capaz de extraer energia provenientes del almidon
resistente y de los poli- y oligosacaridos que forman la mayoria de la fibra
dietética soluble, haciéndola disponible para el huésped y evitando de esta forma
su perdida en las deposiciones. Bacillus tethaiotaomicron, por ejemplo, puede
expresar 175 hidrolasas distintas, o que le otorga plasticidad para adaptarse
tanto a los diversos polisacaridos de la dieta como a los end6genos presentes en
el glicocalix del ribete estriado y en las mucinas (Sonnenburg et al., 2006). La
fermentacion de estos sustratos libera agua, gases (CO,, H,, CH,) y acidos
grasos de cadena corta (SCFA), principalmente acetato, propionato y butirato en
una proporcién aproximada de 60%, 20%, 20%, dependiendo de la naturaleza de
la fibra; estos SCFA son absorbidos y oxidados, permitiendo una mayor
obtencién de energia (Wong et al., 2006). La importancia de este fendmeno es
ilustrada por los ratones axénicos que, al carecer de microbiota intestinal, deben
consumir 20 a 30% mas de alimento que los animales convencionales (con
microbiota) para lograr crecimientos comparables (Hooper et al., 2001; Backhed
et al., 2004)
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En el ser humano se estima que alrededor de 7 a 10% de las calorias
absorbidas provienen diariamente de este proceso de extraccion de energia por
medio de la microbiota intestinal. Mientras que el butirato es metabolizado
principalmente por los colonocitos, el acetato y el propionato son absorbidos,
alcanzando concentraciones de 300 a 450 uM en la sangre portal y de 50 y 100
MM en la sangre periférica (Cummings et al., 1987). Una vez captado por el
higado, el acetato sirve de substrato preferencial para la gluconeogénesis y la
sintesis de colesterol y de triglicéridos, mientras que el propionato inhibe la
expresion génica de las enzimas hepéticas involucradas en esta lipogénesis de
novo (Wong et al., 2006). El reconocimiento del rescate col6nico como una
fuente regular y significativa de calorias para el organismo hace que en la
actualidad las instancias responsables (Codex) estan discutiendo la posibilidad
de atribuir un cierto valor energético (2 Kcal/g) a la fibra soluble presente en
alimento (Jumpertz et al., 2011)

La obesidad puede definirse como un "balance de energia positivo", dando a
entender que el consumo caldrico total es mayor que el gasto total de energia
durante un periodo relativamente largo de tiempo. Ademas, la dieta
"obesogénica" suele ser rica en grasas y pobre en fibras dietéticas y de
carbohidratos con un indice glucémico bajo (Druart et al., 2014a). El incremento
de la prevalencia de obesidad durante las ultimas décadas es alarmante y no
puede ser atribuido Unicamente a factores genéticos. La investigacion esta
sefialando actualmente a la microbiota intestinal como factor ambiental que
afecta a la obesidad, ya que la microbiota intestinal contribuye al metabolismo
energético y al desarrollo de obesidad en el hospedero (Gerard, 2015).Las
investigaciones revelan que cambios inadecuados de composicién y / o actividad
de la microbiota intestinal, estan relacionados con diversas enfermedades del
hospedero (Wu et al.,, 2010). Esta disbiosis caracteriza a las personas con
sobrepeso u obesas o con diabetes (Ley et al., 2006), inicialmente por un cambio
en la relacion Bacteroides/Firmicutes (Turnbaugh et al.,, 2006). Estas
modificaciones cuantitativas de los Phylum microbianos podrian estar asociadas

con las modificaciones de la expresion génica microbiana y por lo tanto con la
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modulacion de las funciones metabdlicas de la microbiota intestinal, generando
obesidad y algunas enfermedades metabdlicas relacionadas (Turnbaugh et al.,
2009a)

El papel de la microbiota en el desarrollo de obesidad se comenz6 a
observar mediante su analisis en ratones obesos ob/ob (causada por una
mutacion del gen de la leptina) los cuales revelaron que las concentraciones
colonicas de Firmicutes aumentan mas de 50% mientras que las de
Bacteroidetes disminuyen correlativamente, comparado con los ratones de peso
normal (Ley et al., 2005). A pesar de que las concentraciones de SCFA en el
ciego de los ratones obesos son mayores que en los normopeso, la cantidad de
energia excretada en sus heces es menor, indicando que el proceso de
extraccion y absorcion de energia a partir de los alimentos es mas eficiente en el
animal obeso (Turnbaugh et al., 2006). Esto se explica por el hecho que el
numero de genes dedicados a la hidrélisis de polisacaridos es mucho mayor en
la comunidad bacteriana de los animales obesos que en la de los normopeso.
Cabe destacar que los ratones axénicos normopesos que fueron inoculados con
la microbiota intestinal de ratones obesos almacenan mas grasa corporal y
ganan mas peso que aquellos animales inoculados con la flora de ratones
normopeso (Turnbaugh et al., 2008). Esto nos indica que la mayor capacidad de
extraccion de energia y de almacenamiento de grasa es una caracteristica
transmisible en la cual participa la microbiota (Barlow et al., 2015; Jumpertz et al.,
2011)

Estudios realizados en los ultimos afios indican que la microbiota es un actor
importante en la regulacién del metabolismo energético del organismo. Ademas
de su papel en el rescate coldnico de energia, participa en el almacenamiento de
grasa en los adipocitos (Bakker et al., 2015). La microbiota intestinal de los
obesos esta alterada, comparada con aquella de los de peso normal, lo que
podria explicar su mayor eficiencia en la extraccidbn de energia a partir de los
alimentos (Turnbaugh et al., 2008). El contenido en grasa de la dieta también es
un factor que puede alterar la composicion de la microbiota intestinal, a través del

aumento de las concentraciones plasmaticas de LPS y el consiguiente desarrollo
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de un estado pro-inflamatorio que facilita la aparicion de resistencia insulinica,
resultando en una endotoxinemia metabdlica (Cani et al., 2007). La mejor
comprension de la composicién y funcionamiento de la microbiota intestinal ha
permitido el desarrollo de los conceptos de prebidticos y probidticos. Los
primeros son principalmente hidratos de carbono no-digestibles (fibras dietéticas
solubles) cuya fermentacibn en el colon estimula el crecimiento de
microorganismos (Bifidobacterium y Lactobacillus) beneficiosos para la salud del
huésped mientras que los segundos son microorganismos inocuos que pueden
sobrevivir su pasaje por el tracto gastrointestinal, donde ejercen actividades salu-
dables (Brunser y Gotteland, 2010; Cani et al., 2008). Tanto los prebidticos como
los probidticos pueden ser considerados como herramientas Utiles para mantener
el equilibrio armonioso de la microbiota intestinal a traveés del manejo de la dieta
del individuo (Gibson y Roberfroid, 1995; Petschow et al., 2013). Se ha descrito
gue el consumo de prebidticos o de probidticos podria ayudar a mantener la
homeostasis de la microbiota, previniendo las alteraciones anteriormente
descritas y estimulando mecanismos implicados en la sensacién de saciedad,
por lo que es interesante conocer el efecto del consumo de un alimento funcional
como lo es el nopal sobre la composicién de la microbiota intestinal en un modelo
de obesidad inducido por el consumo de un dieta alta en grasa (Delzenne y Cani,
2011; Everard et al., 2011)

Teniendo en cuenta que la obesidad es uno de los principales factores de
riesgo con respecto a la aparicion de diabetes de tipo 2, varios grupos han
especulado con la idea de que la microbiota intestinal podria ejercer un impacto
sobre la diabetes mas alla de la manipulacién del peso (Cani y Delzenne, 2009).
Ademas, es importante considerar que la resistencia a la insulina es una
patologia concomitante con la obesidad y se correlaciona con inflamacién crénica
de baja intensidad (Delzenne y Cani, 201l1la). Basandose en datos
experimentales sobre el impacto que ejerce la microbiota intestinal sobre la
obesidad, algunos autores han propuesto que la microbiota intestinal pudiera
contribuir al inicio de la resistencia a la insulina y al estado inflamatorio del

hospedero (Delzenne et al., 2011).
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D. Funciones de la microbiota intestinal

Se conoce como microbiota normal a todas aquellas especies de
microorganismos que se encuentran en el intestino de individuos sanos y que
poseen una o varias funciones que pueden ser beneficiosas o perjudiciales para
la salud del huésped (Bengmark, 2000). Estas funciones se dividen en

metabolicas, troficas y de proteccion

1. Funciones metabdlicas. ElI metabolismo microbiano es responsable de la
conversion de muchas sustancias energéticas en nutrientes que pueden ser
absorbidos y utilizados por el huésped (Hooper et al., 2002). La microbiota del
intestino grueso juega un papel importante en los procesos digestivos del
huésped, generando energia de los residuos alimentarios no absorbidos, de
las células de descamacion intestinal y de las secreciones a través de la
fermentacién de los hidratos de carbono y proteinas, asi como de la
absorcibn de los acidos grasos de cadena corta y otros productos
metabdlicos (Inoue y Ushida, 2003), que son utilizados por el huésped para
suplir parte de su requerimiento de energia y por la microbiota para mantener
su crecimiento y proliferacion (Guarner y Malagelada, 2003). Esta funcion es
tan importante que los roedores libres de gérmenes, para mantener su peso,
necesitan ingerir 30% mas de energia que los animales con microbiota, lo que
prueba que las bacterias intestinales ayudan al huésped a extraer el maximo
valor energético de los alimentos (Hooper et al., 2002; Inoue y Ushida, 2003).
Se calcula que el epitelio colonico obtiene entre el 60 y el 70% de las
necesidades energéticas, a través de la microbiota intestinal (Hooper et al.,
2002).

La microbiota también contribuye a la homeostasis de los aminoacidos
en el huésped. En aquellos animales no rumiantes ni coprofagos la proteina
microbiana no se utiliza en gran medida por el huésped sin embargo, una
pequefia cantidad de los requerimientos de ciertos aminoacidos es
proporcionado por la sintesis bacteriana. Este hecho fue observado al marcar

aminoacidos con Nj5 y encontrar que entre el 1y 20% de la lisina y la treonina
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circulantes de estos animales derivo de las bacterias intestinales (Holzapfel et
al.,1998; Metges, 2001). También se ha descrito que algunas bifidobacterias
marcadas con Nj;s y administradas por via bucal, al ser destruidas en el
lumen, aproximadamente el 90% de las proteinas liberadas son absorbidas
por el intestino y el 70% se retienen en el organismo (Metges, 2001). Los
productos de la fermentacion bacteriana han sido implicados en la motilidad,
la circulacion y la estimulacion del flujo intestinal y viceral que modulan la
magquinaria metabdlica intrinseca de las células del huésped, resultando en
una absorciéon mas eficiente del agua, calcio, magnesio y hierro (Guarner y
Malagelada, 2003; Hooper et al., 2002; Holzapfel et al., 1998). Ademas de su
capacidad para metabolizar numerosos polisacaridos de plantas, también
degradan una gran variedad de glicoconjugados derivados del huésped
(condroitin sulfato, mucina, hialuronato y heparina) (Hooper et al., 2002).
Finalmente, los microorganismos colonicos también producen vitaminas
(Younes et al., 2001) por lo que los ratones libres de gérmenes necesitan
suplementos de vitaminas K, B y folato, que son producidas por los
Bacteroides, Eubacterium, Propionibacterium y Fusobacterium (Holzapfel et
al., 1998; Gorbach, 2000).

2. Funciones troficas. Posiblemente el papel mas importante de la microbiota
intestinal sobre la fisiologia coldnica es su efecto tréfico en el epitelio intestinal
(Guarner y Malagelada, 2003). La diferenciacion de las células epiteliales esta
afectada en gran medida por la interaccion con los microorganismos
residentes (Hooper et al., 2002) y sus productos metabdlicos, principalmente
por los acidos grasos de cadena corta (butirato, acetato y propionato) que
estimulan la proliferacién y diferenciaciéon de las células epiteliales en el
intestino humano (Bezirtzoglou, 1997). Ademas, el acetato es utilizado por los
musculos esquelético y cardiaco para obtener energia y por los adipocitos

para la lipogénesis (Hooper et al., 2002).
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3. Funciones protectoras. Es conocido que la microbiota intestinal propia
representa una barrera formidable para el establecimiento de poblaciones
patdogenas en el huésped. Este fendbmeno es conocido como “interferencia
bacteriana”, e incluye la produccion de bacteriolisinas, productos metabdlicos
y otras condiciones inhibitorias como disminucion del pH y deplecion de los
nutrientes requeridos para la multiplicaciéon de los patdgenos. A todos estos

mecanismos se les conoce como efecto mucoso de barrera (Falk et al., 1998)

E. Polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP)

El siglo pasado, algunos fisiélogos sugirieron la existencia de una sustancia
humoral presente en el intestino que se liberaba en respuesta a la administracion
de glucosa la cual era capaz de estimular la liberacion de insulina, estudios
subsecuentes revelaron que al administrarse una carga de glucosa oral y una
intravenosa, ambas producian una misma elevacion de glucosa en plasma, sin
embargo la respuesta secretora de insulina era mayor con la carga de glucosa
oral, fenbmeno al que se le denominé efecto incretinico (Elrick et al., 1964;
Perley y Kipnis, 1967). El conocimiento de este efecto establecié la estrecha
relacion entre el tracto gastrointestinal y el pancreas endocrino, incorporandose
asi el concepto del eje enteroinsular (Unger RH, 1969) y dio inicio a la busqueda
de las hormonas gastrointestinales responsables de dicho efecto incretinico.
Diversos estudios concluyeron que el polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP) y el péptido semejante al glucagon tipo 1 (GLP-1) eran los
principales responsables de la secrecion de insulina posterior a la ingesta de
nutrientes (Dupre et al., 1973; Schmidt et al., 1985).
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El GIP se descubrio en 1973 por su capacidad de inhibir la secrecién de acido
en bolsas gastricas denervadas por lo cual se le denomind polipéptido inhibidor
gastrico (GIP); poco tiempo después, se identificaron sus propiedades
insulinotropicas dependientes de glucosa, conociéndosele a partir de entonces
como polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) (Schmidt et al.,
1985). ElI GIP es un péptido de 42 aminoacidos perteneciente a la familia
peptidica glucagon-secretina y se origina del Pro-GIP constituido por 153
aminoacidos (Fehmann et al., 1995). Esta incretina es secretada por células
enteroendocrinas especificas, las células K, localizadas principalmente en el
duodeno pero presentes a lo largo de toda la mucosa del intestino delgado
(Mortensen et al., 2000). Su secrecion es estimulada por la ingestion de
alimentos ricos en carbohidratos y grasas que producen un incremento de 10 a
20 veces en su concentracion plasmatica (Deacon et al., 2005). Las
concentraciones plasmaticas en ayuno son muy bajas, incrementandose
rapidamente posterior a la ingesta de nutrientes. Se han observado
concentraciones de GIP en plasma hasta de 100 pmol/L (Vilsboll et al., 2003).
Ademas a vida media circulante es muy corta (7-8 min) (Deacon et al., 2000),
esto se debe a que el GIP, al igual que GLP-1, es degradado por la enzima
dipeptidil-peptidasa tipo 1V (DPP-IV), también conocida como CD26, la cual se
encuentra en forma soluble en plasma asi como unida a las superficies
endoteliales (Vilsboll et al., 2001).La DPP-IV corta a las hormonas a nivel del
aminoacido alanina situado en posicion 2 del extremo amino, convirtiéndolas en
fragmentos peptidicos inactivos o inclusive con débil actividad antagonica
(Mentlein, 1999).

Los receptores de GIP pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteina G y son expresados en células de los islotes del pancreas,
principalmente en las células, intestino, tejido adiposo, hueso, corazdn, hipofisis,
corteza adrenal y diversas regiones del cerebro (Mayo et al., 2003). La unién de
GIP con sus receptores causa una activacion de la adenilato ciclasa a través de
la proteina G, produciendo un incremento intracelular del AMP ciclico lo cual
activa a la proteina kinasa-A (PKA) y al factor tipo Il de intercambio del nucleétido
de guanina regulado por AMPc. Ambas proteinas generan una plétora de
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eventos intracelulares que involucran el cierre de los canales de potasio
sensibles a ATP (K-ATP), despolarizacion de la célula, elevacion del calcio
intracelular, inhibicion de los canales de potasio dependientes de voltaje y
exocitosis de los granulos de insulina (Holst y Gromada, 2004). Sin embargo, el
GIP no estimula a somatostatina ni tiene efecto inhibitorio sobre el glucagon.

Evidencias experimentales indican que esta incretina regula el metabolismo
de las grasas en los adipocitos, incluyendo un incremento de la incorporacion de
los acidos grasos a triglicéridos inducida por insulina, estimulacién de la actividad
de la lipasa de lipoproteinas y de la sintesis de acidos grasos (Yip et al., 2000).
En los adipocitos, el GIP de incrementa de manera significativa la
reesterificacion, estimula la lipdlisis y atenta la respuesta lipolitica al
isoproterenol. Estas propiedades fueron similares a las presentadas por insulina
in vitro, sugiriendo que en el adipocito, el GIP posee efectos lipogénicos
semejantes a la insulina (Getty-Kaushik et al., 2006)
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OBJETIVOS

Principal

Determinar el efecto del nopal sobre el metabolismo y su impacto en la composicion de
la microbiota intestinal en un modelo animal de obesidad inducido por dieta.

Especificos

» Evaluar el efecto del consumo del nopal en un modelo animal de obesidad
inducido por dieta (OID) sobre diferentes descriptores como ganancia de peso,
concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL,

colesterol HDL e insulina.

» Establecer el comportamiento metabdlico de un modelo animal de obesidad
inducido por dieta (OID), previa y posteriormente al tratamiento con nopal
mediante la evaluacién del gasto calérico y el cociente respiratorio asi como la

curva de tolerancia a la glucosa.

» Estudiar el cambio en los principales Phyla de microorganismos que conforman
la microbiota intestinal en un modelo de obesidad inducido por dieta antes y

después del consumo del nopal.

» Evaluar el metabolismo de lipidos mediante la determinacion de la abundancia
de mRNA involucrados en la lipogénesis y la oxidacién de acidos grasos como
SREBP-1, PPAR-a y CPT-1.
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HIPOTESIS

Debido a la presencia de fibra soluble e insoluble, flavonoides, fitoesteroles,
clorofilas, polifenoles y B-carotenos en el nopal, su consumo tendra un efecto benéfico
en la composicion de la microbiota intestinal, ademas de ejercer una mejora en
paradmetros bioquimicos asociados a obesidad, debido a la mejora del metabolismo de

lipidos

JUSTIFICACION

El consumo de alimentos funcionales, como lo es el nopal que contiene diferentes
tipos de polisacéridos, asi como su actividad antioxidante podria jugar un papel
importante como prebidtico en la modificacion de la microbiota intestinal y en la
reduccion de especies reactivas de oxigeno debido a su actividad antioxidante en un

modelo de obesidad inducido por la dieta alta en grasa saturada y azucar en el agua.
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METODOLOGIA

A. Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Wistar machos del bioterio del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Dichos animales se mantuvieron

en cajas de plastico con cubiertas de acero inoxidable y fondo de aserrin estéril.

Para la ingesta de agua se utilizaron botellas de vidrio con tapones de polietileno

y tubos bebederos de metal. Los animales se alimentaron ad libitum con el

tratamiento correspondiente (dieta control o dieta alta en grasa). La dieta control

se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones de la American Institute Nutrition

(AIN-93), mientras que a los animales con obesidad se les alimenté con una

dieta alta en grasa, a base de manteca de cerdo y sacarosa al 5% en el agua de

bebida. En la tabla 3 se presenta la composicion de la dieta control (AIN-93) y de

la dieta alta en grasa saturada y colesterol (HFD).

TABLA 3. Composicion de las dietas

Dieta AIN-93
Ingrediente %
Almidon 39.749
Caseina 20
Maltodextrina 13.2
Sacarosa 10
Aceite de soya 7
Celulosa 5
Mineral mix 3.5
Vitaminas mix 1
L-Cistina 0.3

Colina 0.25
TBHQ 0.0013

Manteca -

HFD
%
23.903
24
10.267
7.778
7
5
3.5
1
0.3
0.25
0.00133
17
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B. Modificacion de la dieta

Los animales que consumieron dieta control, continuaron consumiendo
esta dieta hasta finalizar el experimento, sin embargo, los animales a los que se
les indujo obesidad por un periodo de 7 meses se dividieron en 4 grupos (n=5)
y a cada uno se les de estos grupos se les dio una nueva dieta, por un periodo

de un mes, las dietas usadas fueron:

» Grupo 1: OID (7 meses) — Control (AIN-93, 1 mes)

» Grupo 2: OID (7 meses) — HFD + 5%S (1 mes)

» Grupo 3: OID (7 meses) — Control + 5% Nopal (AIN-93+5%N, 1 mes)
» Grupo 4: OID (7 meses) - HFD+5%S + 5% Nopal (1 mes)

C. Determinacién de la curva de crecimiento e ingesta de los animales de
experimentacion

Se llevo a cabo el registro del crecimiento de los animales de
experimentacion para ello se registraron los pesos de los animales dos veces a
la semana para obtener un promedio de los datos por tratamiento para realizar
una curva de cambio en el peso corporal. Para determinar la ingesta se pesaron
cada tercer dia los comederos de los animales y se midié el volumen de agua
consumido en el caso de los que consumieron sacarosa en el agua de bebida,
esto para determinar la ingesta cal6rica, considerando la composicion de la dieta
y que cada gramo de carbohidratos o proteina equivale a 4 cal, mientras que un

gramo de grasa representan 9 cal.
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D. Cuantificacién de pardmetros bioquimicos

Se tomo una pequefia muestra de sangre (200uL) antes del cambio de dieta
(7 meses) mediante via senoretroorbital y durante la eutanasia, posterior al
consumo del nopal durante un mes (8 meses), las muestras se centrifugaron a
5500g durante 10 minutos para la obtencion del suero, en el cual se cuantifico
glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y HDL por métodos
enzimaticos colorimétricos mediante el uso del autoanalizador cobas c111 de
Roche®. La insulina se determind por RIA (Millipore). Finalmente mediante
ELISA se determiné GIP (Rayboitech--Cloud-Clone Corp, Houston, TX).

E. Medicion de la curva de tolerancia a la glucosa (CTGO) de los animales de
experimentacion

Se mantuvieron a los animales en periodo de ayuno durante 7 horas, previas
a la prueba, se pesaron y se les hizo un pequefio corte en la punta de la cola de
cada animal y se tomd una muestra de sangre en la cual se cuantifico el nivel
basal de glucosa, con el uso de tiras reactivas para el glucometro FreeStyle
Optium (Abbot Laboratories, AbbotPark, IL, EUA); posteriormente se administré
por via intraperitoneal una solucién de glucosa al 35%, previamente preparada y
filtrada a una dosis de 2 g/kg y se tomaron muestras y se cuantifico la glucosa
sanguinea a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion. Se
graficé la CTGO por grupo y se determiné el area bajo la curva por el método de
los trapezoide. Finalmente se analizaron los resultados con la prueba de ANOVA
seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni. Esta prueba se realiz6 previo al

cambio de dieta (7 meses) y posterior al consumo de nopal (1 mes)
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F. Determinacién del gasto caldrico y coeficiente respiratorio

Se realiz6 mediante el uso de una calorimetria indirecta, mediante el uso del
equipo Oxymax-CLAMS Lab Animal Monitoring System (Columbus Instruments,
Columbus, OH, EUA), se colocaron los animales en jaulas individuales cerradas
herméticamente y conectadas a un sistema de flujo de aire, después de un
periodo de 12 h de aclimatacion, se evaluaron en los diferentes grupos
experimentales durante los periodos de ayuno y postprandiales, el consumo de
02 (VO2, mL/kg/h) y la produccion de CO2 (VCO2, mL/kg/h), dichos parametros
se midieron durante un lapso de 90s, repitiendo la medicion cada 22 min. El
coeficiente respiratorio (RER) fue calculado como la relacion entre el CO2
producido respecto al O2 consumido (VCO2/VO2) (Arch et al., 2006)

RER = Cozproducido _ VCOZ
Vo

2consumido

2

De este modo se determiné que fuente de carbono se estaba oxidando

e Carbohidratos (glucosa)
CgH1206+ 60, 2 6CO, + 6H,0 + Energl'a

RER =6CO,/ 60, =1.00

e Lipidos (acido palmitico)
C16H320, + 230, = 16CO, + 16H,0 + Energl'a

RER =16CO, /230, =0.70
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G. Evaluacién de factores de transcripcién y genes involucrados en el
metabolismo de lipidos: SREBP-1, ACC, PPAR-ay CPT-1

Se cuantifico la expresion relativa del Sterol Regulatory Element-Binding
Protein 1 (SREBP-1), el cual es un factor transcripcional involucrado en la
lipogénesis, también se evalué a su gen blanco, la Acetil-CoA Carboxilasa (ACC)
la cual convierte la Co-A a palmitato. También se estudiaron genes involucrados
en la oxidacion de &cidos grasos: el Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPAR-0) y la Carnitina Palmitoil Tranferasa-1(CPT-1). Para ello se obtuvo RNA
a partir de muestras de higados de ratas, del grupo control (8 meses de
consumo de dieta AIN-93) o del grupo inducido a obesidad (7 meses, HFD+5%S)
gue consumio diferentes dietas, para ello se colocaron aproximadamente 100 mg
de tejido (higado) en un tubo para homogenizar en Tissue Lyser con 1 mL de
trizol y se agregé el balin, se mezcl6 e incubé por 5 min a temperatura
ambiente, se centrifugd a 13000 g por 10 min a 4°C y se transfirio el
sobrenadante a nuevo tubo para adicionar 200uL de cloroformo, se sometié a
vortex y se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugé a 13000 g por 15 min a 4°C y se transfirieron 600 pL de sobrenadante
a un nuevo tubo, adicionandole 500 uL de isopropanol, se homogenizo incub6
por 10 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 13000 g por 15 min a 4°C y
se desecho el sobrenadante por inversion. Para lavar el producto se adiciono 1
mL de etanol frio al 75% y se se sometio a vortéx para despegar la pastilla, se
centrifugé a 13000 g por 10 min a 4°C y se elimind el etanol para repetir el
lavado. Finalmente se dejo el tubo abierto por 20 min a temperatura ambiente
para evaporar el etanol y se resuspendi6 el producto (RNA) en 200 uL de agua
libre de nucleasas y se incubo por 5 min a 65 °C, se cuantificé y almacen6 a —
70°C. A partir de RNA ya cuantificado se obtuvo cDNA mediante el uso de un
RT, finalmente para evaluar la expresion génica se realiz6 mediante qPCR,
usando como gen estructural ciclofilina y una concentracion de DNA de 200

ng/uL, determinada mediante el uso de rangos dinamicos

28



H. Evaluacion de genes involucrados en el estrés de reticulo endoplasmico

Se cuantifico la expresion relativa de la X-box Binding Protein 1 (XBP-1), la
Binding Immunoglobulin Protein (BiP) y el Activatating Transcription Factor 6
(ATF-6), dichos factores estan involucrados en el estrés del reticulo
endoplasmico (RE). Se ha demostrado que RE es el sitio clave donde las
sefiales metabdlicas son procesadas, integradas y transmitidas en forma de
sefiales de sobrecarga o estrés, que dan lugar a la activaciéon de JNK, IKK vy,
posiblemente, otros mecanismos inflamatorios (Jovaisaite et al.,, 2014). La
eliminacién de las proteinas mal ensambladas en el reticulo endoplasmico, por
retrotranslocaciéon es una adaptacion fisioldgica importante para corregir la
sobrecarga o congestionamiento (estrés) del reticulo endoplasmico, en esta
respuesta participan XBP-1 y ATF-6, mediados por la chaperona BiP, por lo que
su medicion nos habla del estrés del reticulo endoplasmico. Para ello a partir de
RNA (extraido de higado) ya cuantificado se obtuvo cDNA mediante el uso de un
RT, finalmente para evaluar la expresiébn génica se realiz6 mediante gPCR,
usando como gen estructural ciclofilina y una concentracion de DNA de 312.5

ng/uL, determinada mediante el uso de rangos dinamicos

I. Estudio de factores involucrados en el metabolismo de lipidos e
inflamacion en tejido adiposo

El exceso de almacenamiento de lipidos parece causar alteraciones
funcionales que son fundamentales para los efectos fisiopatologicos de la
obesidad, generando una disfuncion en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
asi como una inflamacion cronica (Itoh et al, 2011), por lo que se midio la
expresion relativa de la adiponectina, leptina, Tumoral Necrosis Factor alpha
(TNF-a), NADPH oxidasa (NOX) y Amiloid Precursor Protein (APP) en tejido
adiposo visceral, para ello se obtuvo RNA a partir de muestras de tejido adiposo
visceral, del grupo control (8 meses de consumo de dieta AIN-93) o del grupo
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inducido a obesidad (7 meses, HFD+5%S) que consumié diferentes dietas,
siguiendo la técnica descrita en al apartado G de métodos, solo que adicionando
un paso de quitar el sobrenadante de grasa. Posteriormente, se realizé un RT-
gPCR, usando como gen de referencia ciclofilina y con una concentracion de 200
ng/uL, determinada en los rangos dinamicos

. Andlisis histoldgico e inmunohistoquimico del higado y tejido adiposo

Se tomaron segmentos de diversos tejidos (higado, tejido adiposo y colon)
fijaron en formol-fosfato, para después incluirlos en blogues de parafina, para ello
las muestras se deshidrataron en bafos sucesivos de soluciones de
concentracion crecientes de alcohol etilico de la siguiente manera:

1) Alcohol etilico al 70%, 12 horas.

2) Alcohol etilico al 70%, 12 horas.

3) Alcohol etilico al 95%, 1 hora.

4) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1 hora.

5) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1.5 horas.

Una vez que las muestras se encuentran totalmente embebidas en alcohol
etilico absoluto, se procede a la diafanizacion ya que la parafina no es soluble en
alcohol. La diafanizacion de los tejidos deshidratados se debe a que estas
sustancias poseen un alto indice de refraccién y al interactuar con los tejidos los
vuelven transparentes. El procedimiento de diafanizacion se realiz6 de la
siguiente manera:

1) Alcohol absoluto 50% - xilol 50%, 1 hora.
2) Xilol, 1 hora.
3) Xilol, 1 hora.

Para poder realizar los cortes, las muestras se incluyeron en parafina,

para lo cual la parafina se disolvio usando una estufa y se colocaron en 3
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recipientes, el primero recibié las muestras embebidas en xilol. El dltimo de
los recipientes contenia a las muestras antes del proceso de formacion de los
“bloques” de parafina, los tiempos de este proceso fueron: primer bafio 1.5 h,
segundo bafio 1 h y tercer bafio 30 min. La inclusion de parafina se efectio
empleando moldes de metal, con orientacion de las muestras adecuada, para
facilitar los cortes. Para la inclusion el molde elegido se llené con parafina
caliente pura; con una pinza calentada en un mechero se tomo una pieza de
tejido del tercer recipiente y se orienté una de sus se sumergio al interior del
molde, una vez que la parafina empezo a solidificarse los moldes se enfriaron

de inmediato para que la parafina se solidificara de manera homogénea.

Una vez obtenidos los bloques de parafina, se realizaron cortes con un
grosor de 4 micras para higado y 6 micras para tejido adiposo de manera
seriada. Las secciones se extiendieron y se recogieron al adherirse al
portaobjetos. Sobre dichas laminillas se realizaron tinciones de hematoxilina-
eosina, finalmente se montaron y observaron al microscopio (Leica DM750
Wetzlar, Alemania), los cortes se fotografiaron con una camara digital (Leica
DMC2900, Wetzlar, Alemania), y se procesaron con el software de imagenes
Leica LAS Core V4.5.

Respecto al analisis inmunohistoquimico se desparafinaron las secciones
de tejido y se bloquearon con metanol/peroxidasa (10%) durante 10 min, se
lavaron con PBS-Tween 0.05% y se bloquearon durante 30 min en una
solucion de fondo (Biocare Medical, Concord, CA). Para la tincion
inmunohistoquimica de TNF-q, las secciones se incubaron con el anticuerpo
primario anti-TNF-a (EMD Millipore, Temecula, CA) (1:200) a 4 °C durante la
noche. Los portaobjetos se incubaron a continuacién durante 30 min con el
ratbn Immuno Detector Biotina Link (Bio SB, Goleta, CA, EUA), se incubaron
durante 30 min con la etiqueta HRP con immunodetector de raton (Bio SB,
Goleta, CA, EUA) y se incubaron durante 1 min con diaminobenzidina (DAKO,
Glostrup, Dinamarca) se lavaron las laminillas con PBS-Tween 0,05% y se
tineron con hematoxilina. Todas las muestras se observaron bajo el
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microscopio (Leica DM750 Wetzlar, Alemania), los cortes se fotografiaron con
una camara digital (Leica DMC2900, Wetzlar, Alemania), y se procesaron con

el software de imagenes Leica LAS Core V4.5.

K. Caracterizacion de las poblaciones microbianas en el intestino de ratas que
consumieron diferentes tipos de dietas

Se tomaron muestras de heces fecales antes y después del cambio de dieta,
en tubos eppendorf de 1.5 mL, de dichas muestras se realizaron las extracciones
de DNA mediante el QlAamp DNA Mini Kit Stool con nimero de catdlogo 51504,
para ello se pesaron de 180-220 mg heces en un tubo eppendorf de 2 mL, se le
afiadieron 1.6mL de buffer ASL a cada muestra y se sometié a vortéx de forma
continua hasta homogenizar. Centrifugar a 13000 g durante 1 min. Se tomé 1.4
mL del sobrenadante y se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL y se
adiciond una tableta InhibitEX a cada muestra, agitando hasta suspender para
eliminar impurezas; se incub6 a temperatura ambiente durante 1 min y se
centrifugé a 13000 g durante 3 min. Se tomaron 700 pl del sobrenadante y se
colocaron en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL para centrifugarse a 13000 g
por 3 min. Por otro lado se colocé en un tubo eppendorf de 2 mL, 25 pl de
proteinasa K, mas 600 pl del sobrenadante del paso anterior y se afiadieron 600
pl de buffer AL, dicha mezcla se incub6 a 70°C por 10 min, se dio un spin para
bajar las gotas formadas y se adicionaron 600 ul de etanol al 100% frio. Se
transfirieron 600 pl del lisado del paso anterior a la columna QIAamp y se
centrifugo a 13000 g durante 1 min, se colocar el mini spin column QlAamp en un
nuevo tubo colector de 2 ml y se adicionar una segunda alicuota de 600l del
lisado, se centrifugo a 13000 g por 1 min y se repitio el paso anterior con una
tercera alicuota del lisado. Se adicionaron 500 ul de buffer AW1 se centrifugd a
13000 g durante 1 min. Se coloc6 el mini spin column QIAamp en un nuevo tubo
colector y se afiadieron 500 pl de buffer AW2, se centrifugo a 13000 g por 3 min.
Se transfirio la columna mini spin QIAamp a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL
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y se adicionaron 200 pl de buffer AE. Se incubar a temperatura ambiente durante
10 min y se centrifugo a 13000 g durante 1 min. Posteriormente se cuantifico el
DNA obtenido mediante NanoDrop 2000, también se verifico la integridad
mediante electroforesis, para después realizar la caracterizacion de los Phylum

microbianos mediante qPCR y secuenciacién masiva en la plataforma de MiSeq.

Para determinaron los Phyla de interés mediante la técnica de PCR en
tiempo real se us6 una concentracion de 1 ng/uL, la cual se determind
previamente, mediante el uso de rangos dindmicos. Los ensayos de qPCR se
realizaron en el termociclador Ligth Cycler 480 Il de Roche ®, para normalizar se
usé la parte conservada del gen 16S, conocida como primer universal. En la
tabla 4 se presentan las secuencias de los primers utilizados para los diferentes

Phyla a evaluar, basados en las regiones V3 Y V5 del gen 16S, asi como su Tm.
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TABLA 4. Primers usados para la determinacion de la microbiota intestinal

en ratas Wistar antes y después del consumo del nopal por gPCR

Phyla Secuencia Tm
Bacteroidetes F: 5-AACGCTAGCTACAGGCTTAACA-3' 61.8
R: 5-ACGCTACTTGGCTGGTTCA-3' 63.5
. F: 5-GCGTGAGTGAAGAAGT-3' 50.9
Firmicutes
R: 5-CTACGCTCCCTTTACAC-3' 52.0
Actinobacterias [ 2 AGAGTGCGGTAGGGGAGATT-3 60.03
R: 5-~AAGCCCAAGACATAAGGGGC-3' 60.12
_ ~ |F:5-CGGYCCAGACACCTACGGGT-3' 64.7
Verrucomicrobia g 5. TACGGGTGGCAGCAGTCGAGAA-3 65.3
brevotella F: 5-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT-3' 66.1
R: 5-CGGAYGTAAGGGCCGTGC-3' 68.7
Bacillus F: 5-TACAATTGCCACAGTACGGAACA-3' 66.1
Tethaiotamicron |R:5-GCGATGCGAATTTCTATTATT-3' 66
Lactobacillus F: 5-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3' 59.8
R: 5-CACCGCTACACATGGAG-3' 60.8
Lactobacillus F: 5-GCGATGCGAATTTCTATTATT-3' 59.6
rhamnosus R: 5-CAGACTGAAAGTCTGACGG-3' 58.5
Lactobacillus F: 5-GCGATGCGAATTTCTTTTTC-3' 60.4
mucosae R: 5CAGACTGAAAGTCTGACGG--3' 59.5
Bifidobacterium -2~ TCGCGTCYGGTGTGAAAG-3 66.7
R: 5- CCACATCCAGCRTCCAC-3' 67.8
Akkermansia F: 5-CAGCACGTGAAGGTGGGGAC-3’ 70.3
muciniphila R: 5- CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT-3’ 68.5
Universal F: 5-AAACTCAAAKGAATTGACGG-3' 61.2
R: 5-CTCACRRCACGAGCTGAC-3' 59.6

Por otra parte, se uso la plataforma de MiSeq para el secuenciamiento de las
muestras obtenidas, dicha plataforma se basa en secuenciacion por sintesis,
para ello se generaron bibliotecas genomicas de las regiones V3 y V4 del gen
16S, usando primers para dichas regiones que ademas contenian un adaptador
overhang, propio de lllumina (F: 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAA
GAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3" ¥y R: 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGA
TGTGTATAAGAGACAGGACTACH VGGGTATCTAATCC-3).
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Los amplicones de las regiones V3 y V4 se generaron mediante reacciones de
PCR con un volumen total de 25 pL, de los cuales 2.5 pyL fueron de DNA
genémico (5 ng/uL en 10 mM Tris pH 8.5), 12.5 yL de High Fidelity DNA
polymerase 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 pL de cada primer (1uM). Esta
mezcla se metio al termociclador y se corri6 mediante el siguiente programa: 3
min a 95 °C, seguido de 25 ciclos amplificacion los cuales consistian
desnaturalizacion (30s a 95 °C), alineamiento (30s a 55 °C) y extension (30s a 72
°C). La extension final consistio en 5 min a 72 °C. Los amplicones fueron
purificados mediante el uso de perlas magnéticas AMPure XP beads y se verifico
su tamafio en una electroforesis capilar en el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA), el tamafio aproximado fue de
550pb. Una vez pasado el control de calidad se procedio a indexar las muestras
usando los adaptadores de lllumina Nextera XT Index Kit (v.2, Set A). Para este
proceso se tomaron 5uL del primer producto de PCR, 25 uL de High Fidelity DNA
polymerase 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 pL de cada primer (indice),
teniendo un volumen total de 50uL los cuales se mezclaron y se metieron de
nuevo al termociclador, corriendo el siguiente programa 3 min a 95 °C, seguido
de 8 ciclos amplificacion los cuales consistian desnaturalizacion (30s a 95°C),
alineamiento (30s a 55 °C) y extension (30s a 72 °C). La extension final consistié
en 5 min a 72 °C. Este producto se purifico y analizo su integridad como el
anterior, estos amplicones tuvieron un tamafio aproximado de 610 pb. Se
determind la concentraciéon de DNA de doble hebra con fluorometria (fluorometer
Qubit 3.0, high sensitive kit). La libreria final se mezcl6 de manera equimolar y se
secuencio en la plataforma de lllumina MiSeq (MiSeq Reagent Kit V.3, 600
cycles) siguiendo las instrucciones del proveedor, generando lecturas de 300
bases en cada direccion. Finalmente los datos obtenidos, se analizaron usando
QIIME v.1.9, las lecturas fueron asignados a los niveles de phylum, clase, orden,
familia y género, usando la comparacién de las OTUs con QIIME contra la base
de datos Greengenes. Respecto a las abundancias de OTUs, se calcularon
incluyen matrices de abundancia en diferentes niveles taxonomicos. Para
comparar las diferentes muestras se hizo el corte en 3 875 lecturas, basandose
en el minimo de la suma de las abundancias de los taxones en RV.3.0.1.
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RESULTADOS

Curva de crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar en un modelo de
obesidad inducida por dieta (OID)

A continuacion se muestra la ganancia de peso de los grupos alimentados con
una dieta alta en grasa saturada y colesterol + 5% sacarosa en el agua (HFD+5%S)
0 con una dieta control de caseina al 20% como lo recomienda el AIN 93 (C) por un
periodo de 7 meses. Como se puede observar en la Figura 1 durante el periodo de
induccion a obesidad (7meses), el grupo alimentado con la HFD+5%S tuvo un
incremento en la ganancia de peso de 30.9% respecto al grupo control. Posterior al
consumo de diferentes dietas por 1 mes, el grupo obeso continuo ganando peso
aproximadamente por un 17.3% debido al consumo de una HFD+5%S en el agua
respecto a la ganancia de peso a la inicial. Los animales obesos que consumieron
5% de nopal en la dieta, a pesar de continuar consumiendo una dieta alta en grasa
disminuyeron 7.6% respecto a su ganancia de peso inicial. Respecto a los grupos
gue consumieron dieta control con y sin nopal, mostraron una disminucion de 22.7%

y11.5% respectivamente
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Figura 1. Ganancia de peso. A) Curvas de crecimiento de ratas Wistar alimentadas con
una dieta al 20% de caseina (dieta control) y con una dieta alta en grasa saturada y
sacarosa (5%) en el agua con y sin nopal B) Ganancia de peso promedio de los
diferentes grupos experimentales. Los resultados se muestran en promedio £ SEM, n=5

Respecto al consumo de alimento, como se puede apreciar en la Figura 2 se
observa que el consumo caldrico de alimentos en el grupo control y en grupo que
consumio una HFD+5%S, antes y después del cambio de dieta es el mismo, por lo
que las variaciones en el peso no se deben a una diferencia en la ingesta calérica,

sino que se debe a la fuente de energia
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Figura 2. Ingesta de alimento. A) Determinacion de la ingesta de alimento en ratas
Wistar alimentadas con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada y azUcar en
el agua con o sin nopal. B) Ingesta caldrica promedio de los diferentes grupos de
animales experimentales. Los resultados se muestran en promedio + SEM, n=5

Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

Esta prueba se realiz6 después de 7 meses del consumo de dieta control o la
HFD+5%S y después de la inclusion del nopal en la dieta por 1 mes (8 meses de
experimentacion). Para ello se mantuvieron a los animales en ayuno durante 7 horas,
se midi6 el nivel basal de glucosa sanguinea y se administré via i.p. una solucién de
glucosa a una dosis de 2g/kg y se cuantifico la glucosa a los 15, 30, 60, 90 y 120
minutos posteriores a la administracion. Se obtuvo la grafica de la CTG por grupo y
se determind el area bajo la curva. En la Figura 3 se presentan los resultados
obtenidos. En el panel A se observa que el grupo control tiene una CTG normal,
incrementando los niveles séricos de glucosa entre los 15 y 30 min después de la
administracion y disminuyendo de manera gradual hasta regresar a los niveles
basales a los 120 min posteriores a la administracion, por el contrario el grupo obeso
muestra un incremento en la glucosa sérica pero sin poder retornar a los niveles
basales aun después de un periodo de 2 horas posteriores a la administracion lo que
sugiere una resistencia a la insulina. En la Figura 3B se muestra el area bajo la
curva de los grupos experimentales antes del consumo del nopal y se observa que el
grupo alimentado con HFD+5%S, tiene un ABC mucho mayor que el grupo control,
siendo un incremento del 32.8% respecto al grupo control. Posterior al cambio de

dieta, los animales que consumieron dieta control con o sin nopal asi como los que
38



continuaron consumiendo una HFD+5%S pero con nopal mostraron una mejora en
su CTG, mostrando un comportamiento similar al grupo control (Figura 3C), al
calcular el area bajo la curva después del cambio de dieta (Figura 3D) se puede
observar que el grupo obeso, tiene un area mucho mayor respecto al control
(incremento del 57.3%), mientras que el grupo que consumio HFD e incluyo el 5% de
nopal muestra una disminucion del 26.5% del ABC respecto al grupo obeso. En el
caso de los animales obesos que consumieron dieta control muestran una
disminucién del 28.4% respecto al grupo obeso y aquellos que consumieron una
dieta control y nopal en la dieta muestran una disminucion en el ABC del 43.8%. Por
lo anterior podemos decir que el consumo del nopal en la dieta tiene un efecto
positivo al mejorar la tolerancia a la glucosa, promoviendo su aprovechamiento,

mediante la disminucién de la resistencia a la insulina
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Figura 3. Curva de tolerancia a la glucosa. A) Determinacién de la curva de tolerancia a la
glucosa en ratas Wistar alimentadas con una dieta control o una dieta alta en grasa y 5% de
sacarosa en el agua de bebida. B) Area bajo la curva de una curva de tolerancia a la
glucosa, determinada después del 7 meses de consumo de una dieta control o una dieta alta
en grasa. C) Curva de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar alimentadas con una dieta de
caseina al 20% o una dieta alta en grasa y sacarosa al 5% en el agua después del consumo
del nopal. D) Area bajo la curva de una curva de tolerancia a la glucosa, determinada
después de un mes del consumo de nopal en ratas Wistar con OID.
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Parametros bioquimicos en suero en los diferentes grupos experimentales

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa, triglicéridos,
colesterol total y colesterol LDL después de inducir la obesidad a los animales por
un periodo de 7 meses de tratamiento (dieta control o dieta alta en grasa mas
sacarosa) y posterior al consumo de nopal, esta determinacion se realizé mediante
el autoanalizador cobas 111 de Roche® y en el caso de la insulina por RIA. En las
tablas 5y 6 se presentan los resultados obtenidos.

En la primer etapa del experimento (Tabla 5), el grupo que consumio
HFD+5%S muestra un incremento respecto al grupo control de la glucosa sérica
del 50.2%, del 111.4% para insulina, para triglicéridos el aumento es del 55.2%, en
el caso del colesterol total es del 46.3% mientras que del colesterol LDL es de
1235% y del HDL es del 0.5%, siendo esta ultima no significativa
estadisticamente.

Parametro C HFD p-value
Glucosa (mg/dL) 852+ 6 128 + 6 0.0009
Insulina (ng/mL) 035+0.1 074+ 0.2 0.0003
Triglicéridos (mg/dL) 67.3+ 6.4 104.4 + 4.6 0.0004
Colesterol total (mg/dL) 654+ 7.6 957 + 3.7 0.0007
Colesterol LDL (mg/dL) 129+ 1.4 275+04 <0.0001

Valores promedio £ SEM, n=5

Posterior al cambio de dieta, se observaron mejorias en todos los tratamientos,
siendo el tratamiento mas efectivo el del grupo que consumio6 una dieta control con
5% de nopal (HFD+ C +5%N) el cual tuvo una disminucion del 37.7% en la
glucosa sérica, del 77.5% en la insulina, en el caso de los triglicéridos esta
disminucién fue del 64.2%, mientras que en el colesterol total y LDL fue del 49% y

52.9%, respectivamente (tabla 6).
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TABLA 6. Pardmetros bioquimicos séricos de ratas Wistar que consumieron una dieta control o alta en grasa con o sin

lainclusién de 5% de nopal durante un mes

Pretratamiento

C HED HED HED HED P-value
(7mo)
Tratamiento
C HFD C C+N HFD+N Grasa Nopal G xN
(1mo)
Glucosa g g .
975+14% 156+1.4%  110+43° 972+18% 129+0.6 <0.0001 <0.0001  0.0105
(mg/dL)
Insulina ) ) . )
032+003° 44+04%  17+04° 0099+008° 1.5+0.22 <0.0001 <0.0001  0.0003
(ng/mL)
(Tr:g}ﬁs e 953+29° 203 +5° 115+6°  72.6+7.4° 987 +3.3° <0.0001 <0.0001  <0.0001
?n?éeljf_e)rO' otal  op g 123 + 12 83.7+4°  627+0.7° 67.1+1.8° <0.0001 <0.0001  <0.0001
Colesterol LDL 1/ 5, 16 253422 147+19° 119+06° 123+0.7° 0.0016  <0.0001  0.0029

(mg/dL)

Valores promedio £ SEM, n=5

Nota: Las ratas que consumieron la HFD también incluyeron el 5% de sacarosa en el agua de bebida
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Determinacion del péptido gastrointestinal dependiente de glucosa (GIP)

Dicha determinacion se realizdé en suero y antes y después de consumo de
nopal. Durante la obesidad se observd un incremento significativo de dicha
incretina, lo que correlaciona con el estado de hiperinsulinemia que presentaron
los animales que consumieron una HFD+5%S. El aumento en GIP después de
desarrollar OID fue de 9.33 veces respecto al control. Sin embargo, al incluir el
5% de nopal en la dieta, a pesar de continuar consumiendo la HFD+5%S en el
agua (HFD+5%S+5%N) la incretina en suero disminuyo un 61.8% respecto al
grupo obeso, esta disminucion es aun mayor que la que mostro el grupo HFD+C
el cual presento un decremento del 34.6%, mientras que el grupo que consumio
una dieta control y 5% de nopal, después de la obesidad tuvo una disminucion
del 67.8%, lo cual significa que los niveles séricos de esta incretina estan aun

ligeramente debajo del grupo control.
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Figura 4. Determinacion de GIP. A)GIP en suero de ratas Wistar que consumieron durante 7
meses una dieta control o una dieta alta en grasa saturada y colesterol+5% de sacarosa en al
agua B) GIP sérico de ratas Wistar con OID después de la inclusion de 5% de nopal en la dieta
durante un mes
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LPS (ng/mL)

Determinacion del lipopolisacarido (LPS)

Este factor que nos ayuda a establecer la condicibn de endotoxemia se
determind en suero, mediante el uso de ELISA. Los resultados obtenidos
sugieren que el grupo con OID presenta una endotoxemia metabdlica ya que los
niveles de LPS fueron 6 708.5 veces mayores a los observados en el grupo
control (Figura 5A), sin embargo al cambiar durante un mes la dieta,
consumiendo una dieta control se observd una disminucion del 96.6% respecto
el grupo obeso, aunque esto continua representando que el nivel de LPS es
378.3 veces respecto al grupo control (Figura 5B). Al incluir el 5% de nopal en la
dieta (HFD+5%S+5%N) estos niveles disminuyeron de manera similar al grupo
HFD+C, que representaria tener 289.86 veces mas LPS en suero que el grupo
control. Finalmente, como se puede apreciar en la Figura 5B al combinar una
dieta control y 5% de nopal en la misma el decremento en el LPS es mucho
mayor, representando una disminucion del 99.6% respecto al grupo control, es
decir, esta aumentado Unicamente 44.2 veces en relacion con el grupo control, lo
cual representa una mejora muy significativa al disminuir en gran medida la

endotoxemia metabdlica generada por la obesidad
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Figura 5. Determinacion del ipopolisacarido en suero. A)LPS en suero de ratas Wistar que
consumieron durante 7 meses una dieta control o una dieta alta en grasa saturada y
colesterol+5% de sacarosa en al agua. B) LPS sérico de ratas Wistar con OID después de la
inclusion de 5% de nopal en la dieta durante un mes
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Evaluacion del gasto calérico y coeficiente respiratorio

Coeficiente de intercambio respiratorio (RER)

Se determind coeficiente de intercambio respiratorio (RER) de los grupos
después de la induccion de la obesidad (7 meses) y después de la inclusion del
nopal (1 mes) en la dieta por medio de calorimetria indirecta determinando el
volumen de oxigeno. En la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos para
el RER. En los paneles A y B se muestra el RER en ratas Wistar después de 7
meses bajo una dieta control o HFD+5%S. En la Figura 6A se muestra dicho
coeficiente en intervalos de 22 min, y el area sombreada representa la noche es
decir cuando la ingesta de alimento es mayor en los roedores mientras que en la
grafica 6B se presentan los promedios de todos los puntos en periodos de ayuno
(dia) y postprandio (noche). Durante el periodo de ayuno tanto el grupo control
tiene un RER de 0.8077 mientras que el grupo obeso muestra un RER de
0.7785, debido a que ambos oxidan proteinas y acidos grasos, sin embargo,
durante la noche (postprandial) el del grupo control sube el RER a 0.9799
mientras que el obeso se queda en 0.7995, esta diferencia muestra que el grupo
obeso tiene una inflexibilidad metabdlica es decir a no puede cambiar tan
rapidamente de sustrato a oxidar para la obtencién de energia, por lo que
aunque este consumiendo carbohidratos sigue oxidando lipidos. En el caso de
las Figuras 6C y 6D se muestran los resultados obtenidos después del consumo
del nopal, en la figura 6C se observa como en el periodo de ayuno todos tienen
un RER cercano a 0.7, pero en el periodo postprandial, el grupo que continuo
consumiendo HFD+5%S en ausencia de nopal muestra una inflexibilidad
metabodlica (RER= 0.7659), sin embargo, al incluir el 5% de nopal en la dieta
aumenta el RER a un valor intermedio (0.8410), lo que indica que el animal
comienza a recuperar la capacidad de oxidad carbohidratos como fuente de
energia, mientras que los animales obesos que consumieron dieta control con o
sin nopal muestran un RER postprandial de 0.9303 y 0.9262 respectivamente,
los cuales muestran que los animales recuperaron esa flexibilidad metabdlica.
Los datos se analizaron con ANOVA, seguido de una prueba post-hoc de

Bonferroni.
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Figura 6. Determinacién de coeficiente respiratorio. A) RER del grupo control y del grupo
alimento con una dieta alta en grasa saturada y colesterol+5% de sacarosa en al agua durante
7 meses. B) RER promedio durante los periodos de ayuno y postprandio determinado en ratas
Wistar que consumieron dieta control o alta en grasa por 7 meses. C) RER de ratas Wistar que
consumieron nopal durante un mes. D) RER promedio durante los periodos de ayuno y
postprandio determinado en ratas Wistar que consumieron nopal por durante un mes

Volumen de oxigeno (VO,)

También se determind el volumen de oxigeno en ratas Wistar con OID antes y después
de un mes de tratamiento con nopal, posterior al periodo de induccion a obesidad, estos
resultados se observan en la figura 7. En la grafica 7A se presentan todos los datos en
intervalos de 22 min, y el &rea sombreada representa la noche es decir la ingesta de
alimento, dicha prueba se realiz6 antes del consumo del nopal. En la gréfica 7B se
presentan los promedios de todos los puntos en periodos de ayuno y postprandiales, y se

observa una clara disminucion en el VO, en el grupo obeso respecto al control tanto en
45



ayuno como en el postprandio. Este resultado sugiere que el grupo obeso es incapaz de
oxidar adecuadamente los sustratos para la obtencion de energia, es decir, es menos
funcional metabolicamente. En los paneles 7C y 7D se aprecia la medicion del VO,
posterior al cambio de dieta durante un mes y se aprecia que a pesar de que los que todos
los grupos tuvieron una induccién a obesidad su VO, es menor, aumento aquellos que
consumieron nopal respecto a aquellos que no consumieron nopal, lo cual muestra una

mejoria parcial, lo cual correlaciona con la mejoria en la recuperacién de la flexibilidad

metabdlica.
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Figura 7. Determinacion del volumen de oxigeno. A) VO, del grupo control y en el grupo
alimento con una dieta alta en grasa saturada y colesterol+5% de sacarosa en al agua
durante 7 meses. B) VO, promedio durante los periodos de ayuno y postprandio
determinado en ratas Wistar que consumieron dieta control o alta en grasa por 7 meses. C)
Determinacion del VO, en ratas Wistar que consumieron nopal durante un mes. D) VO,
promedio durante los periodos de ayuno y postprandio determinado en ratas Wistar que
consumieron nopal por durante un mes
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Gasto calorico

Se determiné el gasto calorico en ratas Wistar con obesidad inducida por dieta
(Figura 8). En los paneles A y B se presentan los resultados previos al cambio de
dieta, en la Figura 8A se presentan todos los datos en intervalos de 22 min, y el
area sombreada representa la noche (ingesta de alimento). En la grafica 8B se
presentan los promedios de todos los puntos en periodos de ayuno vy
postprandiales, aumentando durante este periodo, se puede apreciar que el calor
es mayor en animales con OID. En las figuras 8C y 8D se presentan los resultados
después del cambio de dieta tanto por intervalos (8C) y los valores promedio (8D)
se puede apreciar que los animales que dejaron de consumir una HFD+5%S
disminuyeron su calor, este aumenta de nuevo en el postprandio, siendo mayor en
aquellos animales que no consumieron el nopal, en comparacion con los que si lo

consumieron lo que muestra correlacion con el RER y el VO,.
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Figura 8. Determinacion del gasto calérico A) Gasto calérico del grupo control y el grupo
alimento con una dieta alta en grasa saturada y colesterol+5% de sacarosa en al agua durante
7 meses. B) Gasto calérico promedio durante los periodos de ayuno y postprandio determinado
en ratas Wistar que consumieron dieta control o alta en grasa por 7 meses. C) Determinacion
del gasto caldrico en ratas Wistar que consumieron nopal durante un mes. D) Gasto caldrico
promedio durante los periodos de ayuno y postprandio determinado en ratas Wistar que
consumieron nopal por durante un mes
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V.

Estudio de factores involucrados en el metabolismo de lipidos

Una vez realizada la eutanasia (posterior a 7 meses de induccion a
obesidad y un mes del consumo del nopal) se obtuvo el higado, del cual se
extrajo el RNA, mediante el uso de trizol. A continuacién se muestra los RNA
obtenidos por grupo de tratamiento. En la figura 9 se observa una mayor
absorbancia de todas las muestras a una longitud de onda de 260 nm. Ademas
las absorbancias a 230 y 280 nm son muy bajas lo que se refleja en el cociente
260/280 y 260/230, los cuales son altos, indicandonos que las muestras aisladas

presentan un alto grado de pureza y pueden ser empleadas en técnicas de

biologia molecular como gPCR.

Grupo C (ng/pL)

Control (AIN-93) 5983.67
OID - AIN-93 6029.93
OID - DAGS 5011.8
OID - AIN-93 + 5% nopal 6220.07
OID - DAGS + 5% nopal 5968.8

260/280

2.03667
2.03667
2.03667
2.03333
2.03333

260/230
1.65333
1.68667

1.62
1.65667
1.6
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Figura 9. Determinacion de la concentracién y pureza del RNA aislado a partir de
higados de ratas Wistar con 7 meses de induccion a obesidad antes y después del
consumo del nopal.

Una vez obtenido el RNA del higado se generé cDNA a una concentracion de
5000 ng/yL mediante el uso de la técnica de RT. Para determinar la
concentracion de cDNA a emplear se realizaron los rangos dinamicos, usando
diluciones del cDNA con concentraciones de 250, 50, 10, 2, 0.4 y 0.08 ng/uL para
los genes a estudiar (SREBP-1, FAS, ACC, PPAR-a y CPT-1) asi como para los

genes usados como estructurales (ciclofilina y HPRT).

Posteriormente se realizd una dilucion para obtener una concentracion de
DNA de 10 ng/uL para analizar por gPCR en el termociclador Ligth Cycler 480 I
de Roche ®, usando como gen estructural ciclofilina. En la figura 10 se muestra
la expresion relativa de SREBP-1, ACC, FAS, PPARa y CPT-1. Se observa un
claro incremento de estos factores involucrados en la lipogénesis al consumir

una dieta alta en grasa saturada y azucar en el agua, sin embargo al incluir el
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consumo del nopal en la dieta esta expresion disminuye. Mientras que la
expresion de PPAR-a , involucrado en la oxidacién de acidos grasos, se reprime
su expresion en el grupo obeso, sin embargo, al consumir nopal en la dieta, su
expresion aumenta, aun respecto al grupo control; este mismo comportamiento

se observa en el gen blanco de PPAR-a, CPT-1
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Figura 10. Cuantificacion de la expresion génica relativa de genes involucrados en

el metabolismo de lipidos.
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VI.

Evaluacion de factores involucrados en el estrés del reticulo endoplasmico

A partir del RNA extraido de higado, se obtuvo cDNA mediante un RT y se
realizaron los rangos dinamicos correspondientes para el estudio de la expresion
relativa de XBP-1, BIP y ATF-6 mediante el uso de gPCR. En la figura 11 se
presentan los resultados obtenidos. Durante la obesidad hubo un incremento de
la expresion de XBP-1 y BiP del 50.8% y 86.8%, respecto al grupo control,
respectivamente. Sin embargo, al incluir el nopal en la dieta durante un mes, a
pesar de continuar consumiendo grasa (HFD+5%S+5%N), la expresion de estos
factores involucrados en el estrés de reticulo endoplasmico se vio disminuida en
un 42.5% y 33.41%; mientras que al hacer el cambio a la dieta control con 5% de
nopal (HFD+C+5%N) la expresion de XBP-1 disminuye 50.8% respecto al grupo
obeso y la expresion del mARN de BiP es 47.7% menor respecto al grupo que
consume una dieta alta en grasa y 5% de sacarosa en el agua de bebida.
Finalmente, no se observaron cambios significativos en ATF-6. Estos resultados
sugieren que el consumo de una dieta alta en grasa incrementa el estrés de
reticulo endoplasmico, pero que este se ve disminuido al incluir nopal en a dieta,

ya sea con o sin grasa.
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Figura 11. Cuantificacion de la expresion génica relativa de genes involucrados en
el estrés del reticulo endoplasmico en higado
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VIl. Evaluacién factores involucrados en diferenciacién celular, inflamacion,
estrés oxidante y hormonas en tejido adiposo

Como ya se mencion0, se hizo mediante RT-qPCR y se estudid la expresion
relativa de leptina, adiponectina, TNF-a, NOX y APP, usando como genes de
referencia a actina y ciclofilina. En la figura 12 se presentan los resultados

obtenidos
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Figura 12. Cuantificacion de la expresiéon génica relativa de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos e inflamacién en tejido adiposo

Como se puede apreciar en el estado de obesidad hay un aumento importante en la
expresion de la leptina, NOX, APP y TNF-qa, lo que nos habla de una inflamacién y
aumento del estrés oxidante, la cual disminuye con el consumo del nopal, mientras que
por el contrario disminuye la expresion de la adiponectina durante la obesidad y

aumenta, reestableciendo su expresiéon con el consumo del nopal.
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VIIl.  Estudio histolégico del impacto del consumo de nopal en la obesidad

Se realizaron cortes con un grosor de 4 micras y tinciones de hematoxilina-eosina
después de la eutanasia (8 meses). A continuacion se presentan los resultados
obtenidos. También se realizé una inmunihistoquimica versus TNF-a (EMD Millipore,
Temecula, CA, EUA). En la Figura 13 se observan cortes de higado tefildos con HE
como se puede observar en la Figura 13A se ven los hepatocitos sanos y sin fibrosis,
en la Figura 13B, que corresponde al grupo que consumié una dieta alta en grasa
durante 8 meses, se observa una acumulacién micro y macro vesicular de grasa en
el tejido aunque no se observa fibrosis. En los paneles 13C y 13D se observa una
disminucion muy significativa de las vacuolas lipidicas, siendo practicamente nulas,
mientras que en el panel E podemos observar que el tamafio de estas gotas de
grasa disminuyen, a pesar de que todavia hay una cantidad apreciable de las
mismas. En la figura 14B se observa una extrema inflamacién, la cual disminuye al
consumir una dieta C después de un periodo de OID (Figura 14C), o bien al consumir
5% de nopal en la dieta (Figura 14E) se observa una respuesta similar. Sin embargo,
al combinar una dieta balanceada con 5% de nopal en la misma (Figura 14D) se
desaparece practicamente por completo la inflamacion del higado causada por una
HFD+5%S consumida durante un largo periodo. Este resultado es interesante ya que
se puede inferir que el consumo de alimentos funcionales como el nopal en la dieta
puede disminuir de manera considerable la esteatosis hepética. Con relacién al tejido
adiposo visceral (Figura 15), se observa que el grupo obeso presenta una hipertrofia
e hiperplasia respecto al grupo control, mientras que con el cambio de dieta,
disminuye el tamafo de los adipocitos y este cambio es similar entre los grupos de
ratas con OID que consumieron la dieta control o que continuaron el consumo de una
HFD+5% de sacarosa y 5% de nopal, mientras que en el caso de las ratas con OID
gue consumieron la dieta control con 5% de nopal, son muy similares al grupo
control, es decir, el consumo del nopal revierte significativamente la hipertrofia del
tejido adiposo. Este comportamiento es similar en el tejido adiposo subcutaneo
(Figura 16), sin embargo, en este tejido la hipertrofia no es tan evidente como en el

caso del visceral.
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Figura 14. Inmunohistoquimica de higado vs TNF-a, con un aumento de 20X.
A) C (AIN-93), B) HFD+ 5%S, C) HFD+C, D) HFD+C+5%N y E) HFD+5%S+5%N
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Figura 15 A-E. Cortes histoldgicos de tejido adiposo visceral, con un aumento de 20X.
A) C (AIN-93), B) HFD+ 5%S, C) HFD+C, D) HFD+C+5%N y E) HFD+5%S+5%N
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Figura 16 A-E. Cortes histoldgicos de tejido adiposo subcutaneo, con un aumento de
20X. A) C (AIN-93), B) HFD+ 5%S, C) HFD+C, D) HFD+C+5%N y E) HFD+5%S+5%N
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IX. Caracterizacién de la microbiota intestinal

A. Extraccion de DNA a partir de muestras fecales

Se tomaron dos muestras de heces a las ratas Wistar después de ser
alimentadas con dieta control (AIN-93) o dieta alta en grasa saturada y sacarosa
en el agua de bebida al 5% (7 meses de induccion a obesidad) y otra muestra
posterior al consumo de las dietas con o sin nopal durante un mes. La extraccion
se realiz6 mediante el uso de columnas de QIAGEN ® usando el QlAamp DNA
Mini Kit Stool con nimero de catalogo 51504. Se verifico las relaciones 260/280 y
260/230 en nanodrop, para asegurar la ausencia de contaminacién con proteinas
o sales, dichas relaciones fueron altas lo cual nos indica que las muestras
aisladas presentan un alto grado de pureza y pueden ser empleadas en técnicas
como gPCR o secuenciacion masiva. Por otro lado se verifico la integridad del

DNA obtenido para asegurar que este no estuviera degradado

B. Determinacion de la composicién de la microbiota intestinal, antes y después
del consumo de nopal en un modelo de OID por gPCR

Después de realizar los rangos dinAmicos de cada uno de los primers y
verificar que el primer universal (basado en la regién constante del gen 16S
rRNA) era optimo para ser usado como referencia. Se preparé una dilucion
con una concentracion de 1.2 ng/pL para analizar las muestras por gPCR y se
hicieron tres ensayos independientes y en cada uno se analizaron las
muestras por triplicado. Se determind la abundancia relativa los diferentes
Phyla asi como de los diferentes microorganismos de interés con el método de
Paffal, posterior a un periodo de induccion a obesidad de 7 meses (figura 17) y

se aprecia una disbiosis en el grupo obeso, ya que existe una disminucién de
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los Bacteroidetes (38.4%), Verrucomicrobia (4.3%) y Actinobacteria (5.3%), en
contraste con un aumento en los Firmicutes (52%), en comparacion con el
grupo control, cuya composicion es de Bacteroidetes (56%), Verrucomicrobia
(7.1%), Actinobacteria (8.1%) y Firmicutes (29.4%).

Bacteroidetes W Verrucomicrobia
Bl Firmicutes [ Actinobacterias

HFD+5%S -

1
0 20 40 60 80 100

Figura 17. Determinacion de los principales Phylum de la microbiota intestinal en
ratas Wistar alimentadas con una dieta de caseina al 20% (control) o una dieta alta
en grasay azlcar en el agua, durante 7 meses.

Por otro lado, también se determinaron algunos géneros o especies en
especifico, considerando la composicion quimica del nopal. En la figura 18 se
presentan los resultados obtenidos (Figura 18), en la que se puede apreciar que
durante la obesidad hay un decremento importante en la abundancia de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, asi como en las especies Akkermancia

muciniphila y Bacillus tethaiotaomicron
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Figura 18. Determinaciéon de algunos géneros y especies de la microbiota intestinal en
ratas Wistar alimentadas con una dieta control o una HFD+5%S, durante 7 meses.

También se determind la abundancia relativa de los diferentes Phylum vy
microorganismos de interés en los grupos experimentales con el método de
Paffal, posterior a un mes de la inclusién de nopal en la dieta. En las figuras 19 y
20 se observan los resultados obtenidos, como se puede apreciar el grupo obeso
continua teniendo el mismo patron descrito en la grafica anterior, sin embargo, el
grupo que complemento con 5% de nopal en la dieta (HFD+5%S+5%N), se ve
modificada la composicion por Phylum de la microbiota intestinal, conteniendo un
42.2% de Bacteroidetes, 29.2% de Firmicutes, 14.4% de Actinobacterias vy
14.2% de Verrucomicrobia (Figura 19). Mientras que con el consumo de una
dieta control lo porcentajes de los principales Phylum son 455% de
Bacteroidetes, 43.5% de Firmicutes, 7% de Actinobacterias y 4.4% de
Verrucomicrobia. Finalmente, al combinar una dieta control con 5% de nopal en
la dieta el porcentaje de Bacteroidetes es similar al control (58%), los Firmicutes
se ven notoramiente disminuidos, hasta el 12.3%, mientras que hay un
incremento importante en las Actinobacterias y Verrucomicrobia, 14.1% y 15.8%,

respectivamente
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Figura 19. Determinacion de los principales Phylum de la microbiota intestinal en
ratas Wistar alimentadas con o sin nopal (5%) durante un mes usando qPCR.

Se determinaron algunos géneros o especies, a continuacién se presentan
los resultados obtenidos (Figura 20), donde se puede apreciar que con el
consumo de 5% de nopal genera un incremento importante en la abundancia de
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, asi como en las especies
Akkermancia muciniphila y B. tethaiotaomicron, siendo este aun mayor al

combinar una dieta control con el nopal
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Figura 20. Determinacién de algunos géneros y especies mediante qPCR de la
microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes

C. Secuenciamiento por sintesis de la microbiota intestinal utilizando la plataforma
MiSeq de lllumina

De la secuenciaciébn por sintesis en la plataforma MiSeq Illumina se
obtuvieron 350 787 secuencias (25056 + 16977 por muestra) con una longitud
media de 459 + 1 pb. Las lecturas fueron asignadas a las unidades taxonémicas
operacionales (OTUs) de novo con la paqueteria de QIIME V.1.9. De esta
manera, usando la comparacion de las OTUs con QIIME contra la base de datos
Greengenes, el 95.7% de las lecturas fueron asignadas al nivel de phylum,
90.3% a clase, 84.0% a orden, 79.1% a familia y 59.1% a género. Respecto a las
abundancias de OTUs, que se calcularon, incluyen matrices de abundancia en
diferentes niveles taxonomicos. Para comparar las diferentes muestras, se hizo
el corte en 3 875 lecturas basédndose en el minimo de la suma de las
abundancias de los taxones en RV.3.0.1. La diversidad alfa sirve para estimar la
riqueza de especies y para ello se determind el indice chao-1, el cual sugiere que

existe una mayor alfa diversidad en el grupo HFD+C+5%N, ya que el numero de
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OTUs observado fue mayor (492 + 88.7), mientras que el grupo HFD+5%S tuvo
menor alfa diversidad (363 + 0,43). Sin embargo, estos valores no fueron
significativos estadisticamente (Figura 21). También se realiz6 el analisis de la
curva de rarefaccion que indica mayor riqueza de especies en el grupo que
consumio una dieta control con 5% de nopal con respecto a demas grupos.
Para analisis de la composicion de la microbiota, basado por secuenciacion del
gen ribosomal 16S rRNA, se hizo un analisis de coordenadas principales (PCoA)
basado en las distancias UniFrac unweighted, el cual mostro que el consumo de
nopal cambia la composicion de la microbiota, respecto a los animales que
fueron alimentados con HFD+5%S o con dieta control (ANOSIM r=0.38, p=0.009)
lo que sugiere una diferencia de la distribucion de las poblaciones microbianas
(Figura 22). A nivel Phylum, la proporcién de Bacteroidetes/Firmicutes tuvo un
modesto cambio en las ratas obesas con respecto a los alimentados con la dieta
C. A nivel de género, las ratas alimentadas con HFD+5%S tuvieron una
disminucién de la abundancia relativa de Streptococcus (0.003 + 0.002%)
comparandolas con el grupo C (0.18 + 0.04%) (p <0.001). Ademas, hubo un
aumento significativo en la abundancia relativa de Faecalibacterium en el grupo
HFD+5%S (4.40 + 0.85%) en comparacién con el grupo C (0.03 £ 0.02%) (p =
0.001).
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Figura 21. Determinacion de la alfa diversidad mediante el indice chaol de la microbiota
intestinal de ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes,
secuenciadas en la plataforma MiSeq
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Figura 22. Determinacién de la beta diversidad, mediante secuenciacion masiva (MiSeq)
de la microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un
mes
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Figura 23. Determinacion de los Phylum mediante secuenciacién masiva (MiSeq) de la
microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes
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Figura 24. Determinacion de las clases mediante secuenciacién masiva (MiSeq) de la
microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes
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Figura 25. Determinacion de los 6rdenes mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de la
microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes
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Figura 26. Determinacién de las principales familias mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de
la microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes
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Figura 27. Determinacién de los generos mediante secuenciacion
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microbiota intestinal en ratas Wistar alimentadas con o sin 5% de nopal durante un mes

66



DISCUSION

En las Ultimas décadas estamos viviendo un incremento espectacular de la
prevalencia de enfermedades metabdlicas en los paises desarrollados o en vias de
desarrollo, la obesidad est4 a la cabeza de este incremento. Factores ambientales
como el alza de la ingesta caldrica y la reduccion de la actividad fisica han sido
considerados las causas de la alza en la prevalencia de obesidad y enfermedades
metabdlicas, sin embargo no parece que desde el afio 1990 a la actualidad se haya
seguido incrementando la ingesta caldérica y sin embargo el crecimiento de la
prevalencia de obesidad sigue siendo exponencial, por tanto se ha pensado en otros
factores ambientales que puedan explicar este incremento y entre estas causas se
encuentra la microbiota intestinal (Ussar et al., 2015).

Actualmente, la microbiota se define como un ecosistema abierto que comprende
una amplia variedad de poblaciones microbianas metabolicamente activas que
coexisten en una region espacio temporal definida y que juegan un papel en la salud del
huésped (Markowitz y Bengmark, 2002). Estas bacterias en conjunto pueden ser
consideradas como un érgano metabdlico con una actividad semejante a la del higado y
que ademas, tiene las propiedades de ser adaptable y rapidamente renovable (Kinross
et al., 2008). La microbiota, tiene una gran cantidad de células, la cual es
aproximadamente diez veces mayor que las que estan presentes en los seres
humanos y su genoma, es decir, el microbioma, es aproximadamente 100 veces el
genoma humano.

En el nacimiento, el microbioma esta implicado en la programacién y control de
muchas funciones fisiolégicas como el desarrollo del epitelio intestinal, la circulacion de
sangre vascular, los mecanismos innatos y adaptativos, entre otros. Por consiguiente,
los ratones libres de gérmenes (ratones axénicos) son caracterizados por tener muchos
rasgos fisioldgicos anémalos (Turnbaugh et al., 2006). Hoy en dia se plantea que la
microbiota puede contribuir a la regulacion de la homeostasis energética. Junto con las
vulnerabilidades ambientales, la microbiota intestinal podria provocar el desarrollo de
una discapacidad en la homeostasis energética causando enfermedades metabdlicas.
Se ha asociado la patologia de la obesidad con una disbiosis intestinal, es decir, un

desbalance en la composicion de la microbiota (Backhed et al., 2004). Estudios
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recientes, en los cuales se han realizado analisis metagendmicos, han determinado que
existen notables diferencias entre la microbiota de individuos delgados y obesos, dichas
diferencias se asocian a una menor diversidad microbiolégica intestinal en los sujetos
obesos. Ademas, estos individuos poseen una microbiota con mayor capacidad para
recuperar energia de la dieta y/o que participa en el desarrollo de un estado de
inflamacion crénica de grado bajo en el organismo (Blaut, 2015). Por lo que se sugiere
que el empleo de prebidticos y probioticos podria ser una estrategia eficaz para la
modulacion de la microbiota intestinal, con el fin de reducir factores asociados a
obesidad y otras enfermedades crénico-degenerativas (Brownawell et al., 2012; Kolida
et al. 2011).

Por otro lado se ha demostrado que existen alimentos denominados funcionales,
que pueden conferir beneficios a la salud, dentro de estos alimentos se encuentran los

prebioticos (Arai, 1996; Alvidrez et al.,, 2002; Shi y Mazza, 2002) que son definidos

como ingredientes selectivamente fermentados que resultan en cambios especificos en
la composicién y/o actividad de la microbiota gastrointestinal y que confiere beneficios
para el huésped (Gibson et al., 2011), por su composicion quimica (Medina-Torres et
al., 2011) y estudios previos en el laboratorio han demostrado que el nopal puede ser
considerado un alimento funcional (Moran-Ramos et al., 2012; Lopez-Romero et al.,
2014); por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del consumo de
nopal sobre la composicion de la microbiota intestinal en un modelo de obesidad
inducido por dieta. Para ello se usaron ratas Wistar macho, para evitar interferencia del
ciclo estral y debido a que esta cepa no presenta resistencia a la obesidad, a diferencia
de la cepa Sprague Dawley (Mercer y Archer, 2005). El modelo fue de obesidad
inducida por dieta, ya que es mas parecido a lo que sucede en la actualidad, un
consumo excesivo de calorias provenientes de grasas saturadas y carbohidratos, por

esto ultimo, se decidid agregar el 5% de sacarosa en el agua de bebida.

En el presente estudio, para determinar que se logro establecer un modelo animal
de obesidad inducida por dieta, después del periodo de induccién a obesidad (7 meses)
el grupo alimentado con una dieta alta en grasa sacarosa al 5% en el agua de bebida,
se hicieron diferentes pruebas de descriptores bioquimicos y metabdlicos, en ellos el

grupo HFD+5%S mostro alteraciones severas en glucosa, triglicéridos, colesterol total y
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colesterol LDL, medidos en suero. Ademas el grupo obeso mostré un incremento en la
ganancia del peso corporal del 30.9% respecto al grupo control, siendo este incremento
no relacionado con la cantidad de calorias consumidas, es decir, que tiene un mayor
impacto el origen de las calorias que la cantidad de calorias en si. Por otro lado se
evalud la tolerancia a la glucosa, la cual se vio seriamente afectada en el grupo obeso,
resultado que concuerda con lo encontrado al evaluar el cociente respiratorio. Estos
resultados sugieren que el modelo usado es un modelo de obesidad y sindrome

metabdlico eficiente.

En diversos estudios se ha demostrado que el consumo de fibra soluble e insoluble,
fitoesteroles, antioxidantes y otros compuestos bioactivos, pueden mejorar diversos
pardmetros bioquimicas asociados a enfermedades cronico-degenerativas como
diabetes, dislipidemias, problemas cardiovasculares, neuropatias y trastornos renales
(Bravo, 1998; Brown et al., 2015), en el presente estudio se observé una disminucion
significativa en suero en glucosa, triglicéridos y colesterol total y LDL con el consumo de
nopal (HFD+5%S+5%N), siendo aun mayor esta disminucion al consumir una dieta
balanceada y nopal (HFD+C+5%N) logrando reestablecer los valores de dichos
pardmetros a los valores cercanos a los normales y con ello disminuir el riesgo de

enfermedades asociadas a estos marcadores bioquimicos (Neyrinck et al., 2013).

Por otro lado, la intolerancia a la glucosa también es conocida como pre-diabetes
ya que produce un trastorno que afecta a la produccion y el abastecimiento de insulina
por lo que la glucosa que hay en la sangre no se absorbe correctamente y los niveles
de azucar permanecen muy por encima de lo que deberian estar, esto se puede evaluar
con una curva de tolerancia a la glucosa, el modelo de obesidad establecido muestra
esta condicién de intolerancia a la glucosa que correlaciona con los niveles séricos de
glucosa e insulina, sin embargo, el consumo de alimentos funcionales como el nopal
que tiene una propiedad antihiperglucemieante, es capaz de mejorar dicha condicion,
aun cuando existe un consumo de una dieta alta en grasa (HFD+5%S+5%N) y si el
consumo del nopal se conjunta con un dieta balanceada (HFD+C+5%N) se puede
lograr retornar a una CTG normal o por debajo de la normal, es decir recuperar la
tolerancia a la glucosa. Estos resultados en conjunto con lo encontrado en la

calorimetria indirecta, donde se midi6 el cociente respiratorio y se observo que el grupo
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obeso (HFD+5%S) muestra una inflexibilidad metabdlica, es decir, es incapaz de hacer
un recambio de sustrato y todo el tiempo oxida lipidos, sin embargo, cuando se cambia
a una dieta balanceada con o sin nopal (HFD+C o HFD+C+5%N), se recupera esta
flexibilidad metabdlica, volviendo a oxidar lipidos durante el ayuno y carbohidratos
después de la ingesta de alimentos; sin embargo el hallazgo mas interesante esta en el
grupo HFD+5%S+5%N, ya que este grupo, a pesar de que continua consumiendo
grasa y azUcar en el agua de bebida, muestra una mejoria en la flexibilidad metabdlica,
ya que aunque no la recupera 100% el RER sube de manera tardia alrededor de 0.85,
lo que sugiere que se esta usando una mezcla de sustratos (carbohidratos y lipidos),
estos resultados son corroborados con lo obtenido al medir el VO,, en este parametro,
se puede apreciar como los grupos que incluyeron nopal en la dieta (HFD+5%S+5%N y
HFD+C+5%N), tienen mayor capacidad de oxidacion, siendo metabdlicamente mas
eficientes, estos resultados son importantes ya que con la inclusién del nopal en la
dieta, los sujetos obesos podrian utilizar de manera adecuada los carbohidratos de la

dieta y no se almacenarian en tejido adiposo, disminuyendo la obesidad

Para evaluar de manera mas profunda el metabolismo de lipidos se estudiaron en
el higado genes involucrados en la lipogénesis (SREBP-1, ACC y FAS) y genes
relacionados con la oxidaciéon de acidos grasos (PPAR-a y CPT-1). Respecto a la
lipogénesis, se observo una sobreexpresion de estos genes durante la obesidad, sin
embargo al incluir el nopal en la dieta esta expresion se ve disminuida
significativamente, lo cual puede deberse al alto contenido en fibra de este alimento,
dicha disminucién fue significativa estadisticamente, tanto en SREBP-1 como es sus
genes blanco ACC y FAS. Por otro lado, los genes involucrados en la oxidacion de
acidos grasos PPAR-a y CPT-1 tendieron a disminuir durante la obesidad y al incluir al
nopal en la dieta estos aumentaron su expresion, aunque esto no fue significativo
estadisticamente aunque la tendencia es bastante clara que sugiere gque los animales
gue consumieron nopal tienen una mayor capacidad de oxidar lipidos (Michalik et al..,
2002). Estos resultados en conjunto sugieren que el consumo de nopal en la dieta,
mejora de manera importante el metabolismo de lipidos en el higado, de este modo,
como se observa en los cortes histoldégicos hay una disminucion en la acumulacion de

lipidos en el higado, al disminuir el nimero y el tamafio de estas vacuolas de grasa, asi
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como la inflamacién del higado (inmunohistoquimica vs TNF-a), lo cual representa un
beneficio importante al disminuir la esteatosis en un modelo de obesidad inducida por
dieta (Moran-Ramos et al., 2012) y las posibles complicaciones que esto conlleva como
lo son el desarrollo de NASH, cirrosis e incluso hepatocarcinoma. Estos resultados
pueden ser producto de una disbiosis, ya que se ha relacionado a una mayor
acumulacion de colesterol y una alteracién en el metabolismo de lipidos en el higado
(Hu et al., 2015)

En lo que respecta al estrés del RE, el exceso de almacenamiento de lipidos parece
causar alteraciones funcionales del reticulo endoplasmico (RE) y la mitocondria, que
son fundamentales para los efectos fisiopatolégicos de la obesidad. EI RE es
responsable de la sintesis de proteinas, la formacion de gotas de lipidos y la deteccion
y regulacién de colesterol; las tres vias responden a cambios en la oferta nutricional.
Siguiendo la traduccion de proteinas de mRNA en el RE, cada proteina naciente debe
ser plegada en su correcta configuracion funcional y empaquetada en el aparato de
Golgi para su uso en procesos celulares metabdlicos y de regulacion. Las proteinas
"chaperonas" guian a las nuevas proteinas sintetizadas y son esenciales para la
correcta sintesis, plegamiento y empaquetado. El RE también regula activamente el
almacenamiento de lipidos, incluyendo la modulacion de la absorcién de acidos grasos,
almacenaje de &cidos grasos como triglicéridos, y la agrupacion de triglicéridos en
gotas de lipidos que sirven como almacén de energia para la sintesis de fosfolipidos. El
RE esta también relacionado con la deteccion de colesterol. Por ejemplo, el RE libera
las proteinas enlazantes de elementos de regulacion de esterol (SREBPS) en respuesta
a las concentraciones de insulina y bajo esterol; las SREBPs activan la sintesis de
colesterol y lipidos, y reducen la actividad en estados de resistencia a la insulina. En
modelos animales de exceso de oferta de nutrientes e hipertrofia del adipocito, se ha
descrito una situacion de "estrés" del RE. El estrés del RE se refiere a una condicion
celular presente cuando la funcién del organelo es perturbada, de manera que el
correcto plegamiento y modificacion de proteinas, creacion de gotas de lipidos y/o
deteccién de colesterol, esta inhibido. Asi, en estados de desequilibrio energético y
adiposidad, hay una excesiva demanda en el RE que provoca disfuncién del

plegamiento de proteinas, creacion de gotas de lipidos y deteccion de colesterol. Las
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manifestaciones de estrés del RE en el adipocito incluyen el incremento en las
concentraciones de lactato y la produccién de la proteina homologa C/EBP (CHOP). En
modelos de raton, CHOP disminuye la produccion de adiponectina e interfiere con el
MRNA de CHOP que contrarresta este descenso en adiponectina. El desequilibrio
energético cronico produce estrés del reticulo endoplasmico, disfuncion mitocondrial e
hipertrofia e hiperplasia del adipocito, como se observo en los cortes histologicos. Este
proceso deja una liberacion intracelular y sistémica incrementada de adipocinas, acidos
grasos libres y mediadores inflamatorios que causan disfuncion del adipocito e inducen
efectos adversos en las células hepaticas, pancreaticas y del musculo esquelético,
ademas de los lechos cardiaco y vascular. Sin embargo, los resultados sugieren que el
consumo del nopal puede impactar de manera positiva en la secrecion de adiponectina,
asi como en la disminucién del estrés del RE y finalmente hacer que se aminore de
manera considerable la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos ademas del dafio
hepatico se ve disminuido ya que disminuye la acumulacién de vacuolas de grasa

Por otro lado, el tejido adiposo es un organo endocrino que produce hormonas
como la leptina, la adiponectina y la resistina. Durante la obesidad, existe una sobre
secrecion de leptina y resistina, mientras que los niveles plasmaticos de adiponectina
se reducen notablemente, todos estos cambios tiene un impacto negativo sobre la
sefalizacion de la insulina (Roumaud y Martin, 2015), lo cual como ya se menciond, se
observo en la CTG. Sin embargo estos marcadores mejoran al incluir 5% de nopal en la
dieta.

Todas estas mejoras metabdlicas que se observan al incluir el nopal en la dieta
pueden atribuirse en gran medida a que por su composicién quimica del nopal, este sea
capaz de modificar la microbiota intestinal, y al cambiar el fenotipo se mejoren las
condiciones asociadas a la génesis de enfermedades metabdlicas y obesidad. El primer
hallazgo en relacion con la microbiota, asociado a obesidad que se reporto fue el hecho
de que ratones con mutacion del gen leptina y por lo tanto genéticamente obesos tenian
una microbiota diferentes a aquellos ratones que no tenian esa mutacion. En estos
modelos animales de obesidad, la interaccion entre los filos intestinales dominantes,
Bacteroidetes y Firmicutes, se modifica con una reduccion significante del primero y un
correspondiente aumento del segundo (Ley et al.,, 2005). Esta misma tendencia se
observé en humanos cuando se comparan obesos con delgados, un incremento del
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cociente Firmicutes/Bacterioidetes (Turnbaugh et al., 2009). Este fenotipo también se
observé en el grupo que consumié una HFD+5%S vy al incluir el 5% de nopal en la dieta
esta relacion Firmicutes/Bacterioidetes disminuyo de manera significativa, 1o que nos
indica que el alto contenido de fibra y los polifenoles que contiene el nopal, son capaces
de modificar de manera benéfica el fenotipo microbiano ya que el cambio observado en
la relativa abundancia de los filos Bacteroidetes y Firmicutes da como resultado una
mayor capacidad de obtener energia de los alimentos y produce inflamacion de bajo
grado (Turnbaugh et al., 2008). El incremento de Firmicutes observado en animales y
sujetos obesos se podria asociar con un aumento en la capacidad para digerir algunos
polisacéaridos indigeribles produciéndose tras su actuacibn monosacaridos y acidos
grasos de cadena corta (SCFA) capaces de ser absorbidos por el huésped obteniendo
finalmente energia de sustancias que se eliminarian por las heces sin ser absorbidas
(Fava et al., 2013; Samuel et al.,, 2008). Ademas en la digestién del almidon en el
intestino se produce H; cuyo incremento inhibe la digestion, las Archea metanogénicas
son capaces de transformar el hidrégeno en metano. Por lo tanto, existe una microbiota
especifica que es capaz de obtener mas energia de la misma ingesta calorica diaria
(Backhed et al., 2004; Turnbaug et al., 2009), lo cual concuerda con el hecho de que al
aumentar los Firmicutes también se ve un incremento en el peso corporal, a pesar de
que tedricamente consumen la misma cantidad de calorias, es decir, posiblemente, el
fenotipo del grupo obeso sea capaz de extraer una mayor cantidad de energia de los
alimentos, incrementando el peso corporal. Ademas, también se ha demostrado que la
microbiota intestinal podia disminuir la produccion del factor adiposo inducido por el
ayuno (FIAF-Fatinduced Adipocyte Factor) llevada a cabo por las células intestinales
las cuales inhibieron la actividad de la lipoprotein lipasa. Estas enzimas favorecen la
liberacion de &cidos grasos no esterificados hacia los tejidos como el higado y las
células adiposas, lo cual también favorece la expresion de factores involucrados en
lipogénesis como SREBP-1 (Goto et al., 2015)

Por otro lado diversos estudios han verificado que la dieta modifica la composicion
de la microbiota, y también la expresion del metagenoma independientemente del
genoma del huésped, como se mostré en los gemelos homocigéticos discordantes para
la obesidad (Turnbaugh et al.,, 2009) o0 en ratones genéticamente idénticos y

alimentados con una dieta alta en grasas (Cani et al.,, 2007). Estos cambios ocurren
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fundamentalmente en la proporcion Firmicutes/Bacteriodetes produciéndose un
descenso de este cociente tras la pérdida de peso, como se observo en los animales
suplementados con 5% de nopal en la dieta. Existen también numerosas publicaciones
gue depresentan de forma clara que un incremento en la ingesta de grasa produce un
incremento en el cociente Gram-/Gram+ de nuestra microbiota (Hur y Lee, 2015), lo
cual aunado a la disrupcion de la barrera intestinal (Genton et al., 2015), podria generar
una endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2009; Cani et al., 2008; Druat et al., 2014b),
esto se observo al medir la concentracion sérica del LPS, donde el grupo obeso mostro
un incremento importante en este pardmetro, sin embargo, al consumir nopal en la
dieta, estas concentraciones disminuyen significativamente.

Probablemente el experimento que mas solidez le ha dado a la causalidad entre
microbiota y obesidad, fue el realizado por el grupo de Gordon en 2006 (Turnbaugh et
al.,, 2006) donde demostraron que el trasplante de la microbiota de ratones
genéticamente obesos a ratones libres de gérmenes le provocaba un incremento de
peso muy significativo comparado con los ratones libres de gérmenes que se le
trasplantaba la microbiota de ratones delgados. Sorprendentemente por tanto, el
fenotipo que rentabiliza méas la energia es transmisible simplemente por el trasplante de
la microbiota obesa en donantes sanos y normopeso (Turnbaugh et al., 2006;
Turnbaugh et al., 2008; Delzenne et al., 2011a). Algunos autores sugieren que un
mayor aprovechamiento de energia en individuos obesos esta relacionada con la
transferencia de hidrégeno entre taxones ya que observaron un incremento simultaneo
en Prevotella que produce hidrogeno y en Archaea metanogénica que utiliza hidrégeno
(Zhang et al., 2009). Sin embargo, en este modelo no se observo esta relacion, lo que
sugiere que en el modelo desarrollado existen otros taxones responsables de tener una
mayor eficiencia en la extraccion de energia de los alimentos.

Debemos tener muy presente que dentro de un Phylum no todas los géneros tienen
el mismo papel, se han empezado a relacionar géneros de bacterias con las
caracteristicas beneficiosas o perjudiciales asociadas a ellas dentro del mismo Phylum,
un ejemplo de ello es un estudio prospectivo en el que siguieron a 49 nifios desde el
nacimiento hasta los siete afios de edad, donde se tomaron muestras heces a los seis y
doce meses de vida y se encontrd que los nifios que a los siete afios eran normopesos

tenian en heces un mayor numero de Bifidobacterias y menor numero de
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Staphylococcus aureus que los tenian sobrepeso. Concluyen que la alteracion de la
composicion de la flora precede al sobrepeso, lo que puede tener una aplicacion en
prevencion de la obesidad (Kalliomaki et al., 2008). Estos resultados concuerdan con lo
observado, ya que en el modelo obeso existe una menor cantidad de Bifidobacterias y
al incluir el nopal en la dieta, estas aumentan, disminuyendo el peso corporal de los
animales, lo cual se ha observado con el uso de algunos prebidticos como la inulina y el
FOS (Gibson et al., 1995). Ademas publicaciones recientes asocian que no todas las
Bifidobacterias o Lactobacillus son iguales y pueden tener caracteristicas diferentes en
funcién de la especie, por ejemplo dentro del género Lactobacillus, el Lactobacillus
plantarum y paracasei se ha asociado con delgadez y por el contrario el Lactobacillus
reuteri se asociaba a la presencia de obesidad (Karlsson, 2013; Wellen y Hotamisleqil,
2005).

El incremento en la adiposidad se relaciona de forma directa con la aparicion de
enfermedades metabdlicas. La diabetes tipo 2 es la consecuencia de un aumento de la
produccion de glucosa en higado y de un déficit de la secrecion y accién de la insulina.
Ademas otras funciones fisiolégicas estdn alteradas entre ellas una secrecion
deteriorada de hormonas como glucagén e incretinas (GLP-1 y GIP) (Timper, 2013;
Duca et al., 2015). Un rasgo comun tanto en la obesidad como en la diabetes tipo 2 es
la presencia de un componente inflamatorio de bajo grado que se ha descrito con
precision en tejidos directamente involucrados en la regulacion del metabolismo como
el higado, el tejido adiposo y musculo (Frazier et al., 2011). Esta inflamacién metabdlica
estad caracterizada por un exceso moderado en la produccién de citocinas como IL-6,
IL-1 o TNF-a que dificultan la interaccién de la insulina con su receptor y por ello
contribuye a la resistencia a la insulina y a la diabetes (Timper, 2013) . El incremento
en el peso parece ser uno de los factores iniciadores de esta inflamacion de bajo grado,
esto también se ha asociado a la disbiosis intestinal, ya que las disrupcion de la barrera
en el intestino, puede generar un incremento en la endotoxemia, generando un estado
de inflamaciéon cronico (Henao-Mejia et al., 2012). Cuando se produce una hipertrofia
del adipocito como respuesta a un exceso en la ingesta calorica se produce un
incremento en la produccion de TNF-a en el tejido adiposo, como se observé en las
ratas obesas, dicha produccion estimula a su vez la produccion de factores

guimiotacticos que hacen que el tejido adiposo se infiltre de macrofagos pro-
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inflamatorios que producen un incremento en la produccion de IL-6 y IL-1, generando
una hipertrofia y un incremento en la resistencia a la accién de la insulina (Geurts et al.,
2014), este fendmeno se observo en las ratas obesas; sin embargo al incluir el nopal en
la dieta, esto se vio disminuido, esto sugiere que al cambiar el fenotipo microbiano y
restaurar la barrera intestinal, disminuye la inflamacion y con ello mejora el metabolismo
de carbohidratos, lipidos lo cual se ve reflejado en diferentes parametros bioquimicos
Séricos.

En experimentos en animales se ha demostrado que cambios en la microbiota son
capaces de cambiar el grado de inflamacion del tejido adiposo. El tratamiento con
antibioticos (ampicilina+ neomicina) a ratones genéticamente obesos sometidos a una
dieta rica en grasas modificaron su microbiota y redujeron la resistencia a la insulina y
el peso de los animales, ademéas los animales sometidos a tratamiento antibiotico
sorpresivamente redujeron el grado inflamacion de su tejido adiposo asi como el estrés
oxidativo y la infiltracion de macréfagos del mismo. Numerosos trabajos en humanos
han encontrado cambios en la microbiota de sujetos con diabetes o resistencia a la
insulina comparados con sujetos sin alteraciones en el metabolismo hidrocarbonado
(Druart et al., 2015; Qin, J., 2012). Ademas, tratamientos probioticos (Amar et al., 2011)
y prebidticos (Cani et al.,, 2007) han demostrado modificar la microbiota intestinal y
modificar el metabolismo hidrocarbonado. A continuacibn se explica el posible
mecanismo.

Los LPS son un componente de la pared celular de las bacterias Gram’, se ha
observado que se produce un incremento en los niveles de LPS circulantes en sujetos
que tienen un incremento en la ingesta de grasas. Se encontraron resultados similares
en ratones (Cani y Everard, 2015) y ratones mutantes, como los ratones deficientes en
leptina, incluso alimentandose de una dieta normal, lo que sugiere que ante
determinadas situaciones se produce o un cambio en la proporcién de bacterias Gram
negativas en el intestino o un cambio en la permeabilidad intestinal para que los LPS se
incrementen en suero como se observo en el modelo desarrollado y este incremento en
suero se relaciona de forma directa con el grado de resistencia a la insulina, al
aumentar significativamente los niveles de glucosa e insulina en suero, asi como el
ABC de la CTG. Se ha demostrado que los LPS se absorben por el enterocito y son

vehiculados en plasma fundamentalmente unidos a los quilomicrones (Clemente-
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Postigo et al., 2012). El papel causal de los LPS ha sido demostrado ya que al infundir
LPS en ratones alimentados como mas solidos en la literatura, con una dieta normal se
inducia resistencia a la insulina a nivel hepatico, intolerancia a la glucosa, y un
incremento en el peso del tejido adiposo (Yanay et al., 2015). EI LPS se une al receptor
CD14/TLR4 presente en los macrofagos y se produce un incremento en la produccién
de moléculas proinflamatorias, cuando las inyecciones de LPS se administraron a
ratones con ausencia genética del receptor CD14/TLR4 no provocaron estas
caracteristicas metabdlicas y no presentaron diabetes tipo 2 y obesidad, mostrando el
importante papel del mecanismo del receptor CD14/TLR4 para LPS. (Turnbaugh et al.,
2006; Caesar et al., 2015).

Por otra parte se ha mostrado que un aumento de Bifidobacterium spp. modula la
inflamacion en ratones obesos por un incremento en la produccién de péptido similar al
glucagon, reduciendo también la permeabilidad intestinal (Cani et al., 2009). Existe
evidencia de que el incremento de Bifidobacterium spp que producen algunos
prebidticos se acomparfia de un incremento en la secrecion de GLP1 y de Péptido YY
por parte del intestino (Neyrinck et al., 2011), estas dos moléculas tienen efectos
favorables en el descenso de la resistencia a la insulina e incremento de la
funcionalidad de la célula beta (Everard y Cani, 2014). Otra bacteria asociada a mejorar
la barrera intestinal, asi como el metabolismo de -carbohidratos y lipidos es
Akkermancia muciniphila, (Cani y Everard, 2014; Everard et al., 2013) la cual se
encuentra notablemente disminuida durante la obesidad, sin embargo, al incluir
alimentos funcionales como el nopal en la dieta, esta bacteria incrementa su
abundancia, lo cual contribuye en el mejoramiento de la sefalizacion de insulina y el
metabolismo de lipidos (Lukovac et al., 2014; Dao et al., 2015; Schneeberger et al.,
2015).

Finalmente, considerando que la microbiota intestinal desarrolla una intensa
actividad metabdlica que le permite mantener una relacion de simbiosis o
comensalismo con el huésped y la actividad bioquimica microbiana actia
colectivamente como un organo, interviniendo en la mejoria de la biodisponibilidad de
nutrientes y la degradacion de compuestos de la dieta no digeribles; el aporte de
nuevos nutrientes, y la eliminacion de compuestos perjudiciales y antinutrientes,
teniendo una gran repercusion en el estado nutricio y de salud del individuo; no
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obstante, depende de la composicion de la flora y de sus complejas interacciones con la
dieta y el individuo (Harris et al., 2012; Moreno-Indias et al., 2014). En este contexto, el
consumo de compuestos no digeribles que favorecen el desarrollo de la flora deseable
(prebidticos), en forma de alimentos o suplementos alimentarios constituyen estrategias
idoneas para modular la composicion de la flora y potenciar sus efectos metabdlicos
beneficiosos. Entre los efectos saludables puede citarse la mejoria de la absorcion de
minerales y su aporte, la mejoria de los sintomas de la intolerancia a los azucares y la
generacion de péptidos antihipertensores. En el caso del nopal, un alimento funcional
que contiene multiples compuestos bioactivos como polifenoles, vitamina C, B-
carotenos, fitoesteroles, antioxidantes y su alto contenido en fibra, le confieren
propiedades antioxidantes, antihiperglucemiantes y reguladoras de las incretinas (GIP y
GLP-1), lo cual ademas de disminuir la inflamacion al secretar una menor cantidad de
GIP, (Steven et al., 2015) mostro un cambio importante en la composicion de la
microbiota intestinal incrementando la relacion Bacteroidetes/Firmicutes, asi como la
abundancia de géneros considerados benéficos como lo son Lactobacillus,
Bifidobacterium y Akkermancia, por lo cual el nopal podrian ser considerado como un

prebidtico
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CONCLUSIONES

» Se generd un modelo animal de obesidad inducida por dieta (OID) en ratas
Wistar.

» EIl desarrollo de obesidad trajo como consecuencia alteraciones en las
concentraciones de glucosa, insulina, GIP, triglicéridos, colesterol total, y
colesterol LDL. Dichos pardmetros, se redujeron con el consumo del nopa.

» En la obesidad se desarrolla intolerancia a la glucosa e inflexibilidad metabdlica,

las cuales son revertidas mediante la inclusion de nopal en la dieta.

» La inclusion de alimentos funcionales como el nopal pueden contribuir
significativamente a la disminucion de las anormalidades producidas en el
desarrollo de la obesidad disminuyendo la lipogénesis mediada por SREBP-1 y

aumentando la oxidacion de acidos grasos mediada por PPAR-a.

» EIl grupo obeso desarrolld6 una esteatosis hepatica, ademas de presentar una
severa inflamacion en el higado; sin embargo al consumir nopal en la dieta esta

condicion se ve disminuida.

» Las ratas obesas presentaron un incremento en el estrés de RE, el cual fue
menor al adicionar 5% de nopal a la dieta.

» Las ratas obesas presentaron una hipertrofia del tejido adiposo, misma que

disminuyo al incluir nopal en la dieta.

» El nopal fue capaz de regular a la baja incretinas (GIP), mejorando la

sefalizacion para la utilizacion de carbohidratos.

» Existe una disbiosis entre los principales Phylum de microorganismos que
conforman la microbiota intestinal en el modelo de obesidad inducido por dieta,

sin embargo la microbiota intestinal es modificada benéficamente después del
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consumo del nopal ya que es capaz de reestablecen el equilibrio de la
microbiota, mejorando la relacion Bacteroidetes/Firmicutes, asociada a
desordenes metabdlicos y aumentado géneros considerados benéficos como

Bifidobacterium, Lactobacillus y Akkermansia muciniphila.

La disbiosis observada generé una endotoxemia metabdlica, misma que

disminuyo notoriamente disminuida al incluir nopal en la dieta.

Los resultados sugieren que el nopal puede ser considerado como un alimento

funcional prebidtico.
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ANEXO I: ABREVIATURAS

ABC
ACC
AIN-93
AMPCc
APP
ATF-6
ATP
BiP
b.s.
CD26
CFU
CPT-1
CTG
Codex
DPP-IV
FD

FI

FOS
FS

G

Area bajo la curva

Acetyl-CoA carboxylasa

Dieta especifica de roedores disefiada por la American Institute Nutrition

Adenosin monofosfato ciclico
Proteina precursora de b-amiloide
Factor activador de la transcripcion 6
Adenosin trifosfato

Proteina de unién a inmunoglobulina
Base seca

Cluster de diferenciacion 26
Unidades formadoras de colonias
Carnitil palmitoil trasferasa

Curva de tolerancia a la glucosa
Codigo Alimentario establecido por la FAO
dipeptidil trasferasa 4

Fibra dietética

Fibra insoluble

fosfooligosacarido

Fibra soluble

Grasa
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RT

SCFA
SREBP-1
TLR
TNF-a
VO,
XBP-1

Péptido insulotropico dependiente de glucosa
Péptido similar al glucagén tipo 1
Hematoxilina-eosina

Dieta alta en grasa

Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
indice glicémico

IkB cinasa

Interleucina

c-Jun N-terminal cinasa

Lipoproteinas de baja densidad
Lipopolisacarido

Nopal

Higado graso no alcohdlico

NADPH oxidasa

Obesidad Inducida por Dieta

Buffer de fosfatos

Proteina cinasa A

receptores activados por el proliferador de peroxisomas
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Reticulo endoplasmico

Coeficiente de recambio respiratorio
Retrotranscriptasa

Acidos grasos de cadena corta

sterol regulatory element-binding protein 1
Receptores tipo Toll

Tumor de necrosis tumoral alfa

Volumen de Oxigeno

Proteina de unién 1 a X-box

96



	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Marco Teórico

	Objetivos

	Hipótesis   Justificación

	Metodología

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexos


