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Estudio del efecto antiobesigénico y antiinflamatorio de una dieta adicionada con harina de
nopal (Opuntia ficus-indica) en la regulacion hipotalamica del metabolismo energético en un
modelo de ratén

RESUMEN

La obesidad y las enfermedades relacionadas a ella, por ejemplo la diabetes, son un
gran problema de salud publica en el mundo y requieren una solucién urgente. Dada la
poca efectividad de las terapias farmacolOgicas para resolver este problema surgen
como una alternativa atractiva las estrategias nutricionales. Estudios han demostrado
que el consumo de Opuntia ficus-indica mejora la obesidad; sin embargo, los
mecanismos implicados son poco comprendidos. El objetivo de este trabajo fue
investigar la respuesta anti-inflamatoria a nivel hipotalamico y la regulacion del
metabolismo en ratones obesos inducidos con dieta adicionada con Opuntia ficus-
indica. Se usaron ratones adultos macho C57BI/6], se les administro una dieta
hiperlipidica —HFD- (60% kcal/lipidos) durante 12 semanas para desarrollar obesidad.
Posteriormente a la misma dieta HFD se le adicioné harina de nopal -CF- (17%) y fue
administrada por 4 semanas. Durante el tratamiento se evallo el peso corporal, el
consumo de alimento y la tolerancia a glucosa e insulina. Ademas, se realizd la
Secuencia Comportamental de Saciedad —BSS-, y post mortem se evaluaron niveles
bioguimicos en suero, activacién y densidad de microglia en el hipotalamo, asi como
cantidad de tejido adiposo. Los datos fueron analizados mediante ANOVA (una o dos
vias) y se considero significativa una p<0.05. El consumo de CF normalizo6 el peso y la
adiposidad, asi como el consumo caldrico. La eficiencia alimentaria disminuyo
significativamente (p<0.0001); la tolerancia a glucosa y sensibilidad a insulina también
se vieron mejoradas de manera significativa (p=0.001 y p<0.0001) con el tratamiento de
CF. En la BSS se mostr6 una disminucién en el tiempo de descanso y aumento la de
acicalamiento en animales con HFD-CF, estos animales ademas presentaron mejor
funcion renal relacionada con menores niveles de urea en sangre (p=0.03). Finalmente,
el consumo de CF normalizod la densidad de microglia en el nucleo arqueado del
hipotalamo de ratones obesos y disminuyé significativamente (p=0.01) su activacion.
Este estudio provee nueva evidencia en el entendimiento de los efectos bien conocidos
del nopal sobre el peso corporal, la adiposidad y el metabolismo de glucosa, sugiriendo
un mecanismo anti-inflamatorio a nivel hipotaldmico como parte clave de estos
beneficios.

Palabras clave: obesidad, metabolismo energético, microglia, neuroinflamacion,
insulina.
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ABSTRACT

Obesity and obesity-related diseases, e. g. diabetes, are a major public health problem
over the world that requires an urgent solution. Given the poor effectiveness of
pharmacological approaches to solve this problem, nutritional strategies can be a
valuable alternative. It had been demonstrated that Opuntia ficus-indica consumption
improves obesity condition; however, the involved mechanism is poorly understood. The
aim of this work was to investigate the anti-inflammatory response at hypothalamic level
and metabolism regulation of Opuntia ficus-indica in diet-induced obese mice. Adult
male C57BI/6j mice underwent high-fat diet —HFD- (60% kcal/fat) exposure over
12weeks to develop obesity. The same type of HFD added with cactus flour —CF- (17%)
was administrated for 4weeks. Body weight (BW), feed intake, and glucose and insulin
tolerance were measured during treatment. Also, Behavioral satiety sequence (BSS)
was performed, blood parameters and adiposity along with microglia activation and
density in the arcuate nucleus was determined post mortem. Data were analyzed by
ANOVA (one way or two way) and considered as significant when p<0.05. CF
normalized body weight and adiposity as well as calorie intake. Feed efficiency was
significantly decreased (p<0.0001); glucose tolerance and insulin sensitivity were also
improved with CF treatment (p=0.001 and p<0.0001). BSS showed a decreased resting
time and increased grooming for animals with a HFD-CF, these animals also showed
renal function improvement showed by lower urea blood levels (p=0.03). Finally, CF
consumption normalized microglia density in the arcuate nucleus of the hypothalamus in
obese mice and significantly decreased their activation (p=0.01). This study provided
new light in the understanding of the well-known effects of cactus over body weight,
adiposity and glucose metabolism, suggesting an anti-inflammatory mechanism at
hypothalamic level involved in its benefits.

Keywords: obesity, energy metabolism, microglia, neuroinflammation, insulin.
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l. INTRODUCCION

I.I OBESIDAD

El sobrepeso y la obesidad son el principal problema de salud publica en el mundo ya
gue, segun datos de la Organizacibn Mundial de la Salud del 2014, tiene una
prevalencia de 39% y 13% en personas adultas, respectivamente. Definido por la OMS
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud, se determina mediante el indice de Masa Corporal (IMC = kg/m?) (FIG 1). Este
problema de salud estd asociado con: desérdenes de aprendizaje, cancer,
enfermedades cardiovasculares, hepaticas y neurodegenerativas, y principalmente,
diabetes mellitus tipo 2, que se presenta en 8 de cada 10 personas con sobrepeso u
obesidad; éstas enfermedades son las principales causas de mortalidad en México
(Catania, Lonati et al. 2010;INEGI 2013). De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion del 2016, 72.5 % de la poblacion mexicana a partir de los 20 afios presenta
sobrepeso u obesidad; de mantenerse la tendencia actual, el problema podria llegar a
afectar al 90% de los mexicanos en el afio 2050 (Gutiérrez, et al. 2012). Datos recientes
sefialan que las cifras van en aumento, alcanzando niveles sin precedentes, sin indicio
gue vayan a bajar pese a las estrategias publicas y privadas, sosteniéndose como un
serio problema de salud publica que requiere acciones drasticas e investigacion
continua (Seidell y Halberstadt, 2016).

Bajo Peso
Menora 185

Clasificacion de la OMS

FIG 1. Determinacion de sobrepeso u obesidad segun el IMC

(Fuente: https://blogconsciente.home.blog/2019/02/17/la-obesidad-y-el-imc/)
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l.Il BALANCE ENERGETICO

El peso y la composicion corporal estan determinados por el equilibrio a largo plazo
entre la ingesta y el gasto de energia (FIG 2), el cual es definido como Balance
Energético (BE) (Hill et al., 2003); la interaccion de factores genéticos, ambientales y
psicosociales influyen sobre ella. EI BE es positivo si la ingesta calérica (alimentos)
supera el gasto energético (actividad fisica, metabolismo basal y termogénesis); si la
ingesta es inferior, el BE es negativo (Sun, et al., 2008). Un estado prolongado del BE
positivo conduce al sobrepeso o la obesidad, dada la sintesis de lipidos aumentada

debido al excedente caldrico, la cual es almacenada en el tejido adiposo.

Consumo Gasto

Carbohidratos Termogénesis

Lipidos Metabolismo

Basal

Actividad Fisica

FIG 2. Balance energético.
(Fuente: Creacion propia)

Dicho BE es monitoreado por el sistema nervioso central, detectando e interpretando
sefales de nutrientes como glucosa, aminoacidos, acidos grasos y de hormonas como
leptina, insulina, ghrelina o colecistoquinina, por mencionar algunos; éste proceso es
regulado por el hipotalamo (Cota et al, 2007).
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I.Il.l REGULACION HIPOTALAMICA DEL BALANCE ENERGETICO

Esta estructura localizada en la parte basomedial del cerebro, contiene diferentes
agrupaciones neuronales llamadas nucleos hipotalamicos; conformado por 10 nudcleos
con funciones diversas, al menos la mitad de ellas se relacionan con el mantenimiento
de la homeostasis energética, ya sea participando en las sensaciones de hambre o

saciedad o actuando sobre el gasto/consumo de energia.

Primordialmente, el nicleo arqueado (ARC), compuesto por neuronas de primer orden,
juega un rol central en el BE. Existen dos poblaciones antagonicas de neuronas en este
nacleo constituidas por neuronas POMC/CART (proopiomelanocortin/cocain anfetamin
related transcript) que expresan el neuropéptido supresor del apetito -péptido
anorexigénico- a-MSH (a-Melanocyte-stimulating hormone) y las neuronas NPY/AgRP
(neuropeptide Y/agouti-related protein) que expresan por su parte los neuropéptidos
orexigénicos NPY y AgRP (FIG 3).

Nature Reviews | Genatics

FIG 3. Hipotalamo y regulacion del balance energético.

(Fuente: G. S. Barsh and M. W. Schwartz: Nature Reviews Genetics 3:589-600, 2002)
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Estos dos tipos de neuronas son reguladas principalmente por la activacion de
receptores de leptina e insulina, dos hormonas que circulan en la sangre en cantidades
proporcionales al contenido de grasa corporal y glucosa, respectivamente,
disminuyendo o aumentando su actividad; creando asi un equilibrio en la expresion de
estos neuropéptidos, que tienen la capacidad de actuar sobre neuronas de segundo
orden localizadas en el nucleo ventromedial (VMH), paraventricular (PVH), dorsomedial
(DMH) vy lateral (LH) que a su vez transmiten la informaciéon codificada a diferentes
sistemas cerebrales que regulan la ingesta, almacenamiento y utilizacion de energia por

el organismo (Arble y Sandoval, 2013; Cota et al., 2007).

A nivel neuronal, la via del sensor nutricional, la proteina cinasa “diana de rapamicina
en células de mamifero complejo 1”7 (mMTORCH1) interpreta las sefiales nutricionales que
llegan al hipotalamo regulando rio abajo procesos vitales para la célula como sintesis de
proteinas a través de la activacion de la proteina ribosomal S6, proliferacion celular,

inhibicion del apetito y supresion de la autofagia (Catania et al., 2010; Cota et al., 2006).

Debido a las funciones de supervision nutricional desempefiadas por el hipotdlamo, en
ésta area particular del cerebro la Barrera Hematoencefalica (BHE) es mas permisiva, lo
gue la hace eficaz en su funcion (Abbott et al., 2006).

LILII ALTERACIONES HIPOTALAMICAS POR UNA DIETA HIPERLIPIDICA

Sin embargo, es también esa permisividad la que hace susceptible al hipotdlamo a la
inflamacion inducida por una dieta hiperlipidica (High-Fat Diet —HFD-), ya que
primordialmente la microglia — célula glial con funcién inmune en el SNC-, junto con los
tanicitos, que son células gliales especializadas que contribuyen al transporte en la BHE
y que pueden servir de progenitores neuronales, de la mano de células progenitoras de
oligodendrocitos, promueven la ganancia de peso al limitar el acceso de la leptina y
producir nuevas neuronas que incrementan el consumo de alimento y disminuyen el

gasto de energia (Dorfman y Thaler, 2015).

Varios estudios en modelos animales han mostrado la alteracién de los sistemas
hipotalamicos de regulacion del BE por el consumo de alimentos con alto contenido

calorico y principalmente acidos grasos saturados, lo que tiene una implicacion en el
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desarrollo de obesidad. Por ejemplo, ratones obesos inducidos por dieta (André, et al.
2017) presentaron un aumento de las concentraciones plasmaticas de leptina asociada
a una disminucion de sus efectos anoréxicos (Frederich et al., 1995); sin embargo, la
administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de leptina restaura estos efectos
sugiriendo que el problema se encuentra en el transporte de leptina a través de la BHE,

impidiendo su accién en el hipotalamo (ElHaschimi et al., 2000).

Los efectos de la insulina en el hipotdlamo regulando el consumo de alimento y la
produccion hepdética de glucosa han sido bien documentados (Vogt y Briining, 2013).
Una resistencia hipotalamica a los efectos anoréxicos de la insulina ha sido igualmente
observada en ratas expuestas 3 dias a una dieta hiperlipidica (HFD), sugiriendo un rol
causal de la insensibilidad a la insulina en el desarrollo de obesidad (Clegg et al., 2011).
La literatura sugiere que la respuesta inflamatoria hipotalamica observada
inmediatamente después de la exposicion a una HFD por microglia activada, mediaria
la respuesta alterada a la leptina y la insulina (FIG 4). Precozmente, tras 24 h de la
exposicion a una HFD, se presenta un aumento de la expresion de los mediadores de la
inflamacion IL-6 (interleucina-6), TNFa (Tumor necrosis factor a) y SOCS3 (supresor of
cytokine signaling 3), que son reguladores negativos de la sefializacion de leptina e
insulina en el hipotdlamo (Howard y Flier, 2006; Thaler et al., 2013).

A Body Weight B {} Body Weight

Activation &

Microglial
Activation

Neuron Damage

HFD

FIG 4. Activacién de microglia por dieta hiperlipidica.

(Fuente: Thaler, et al. 2013)
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LILIII MICROGLIA E INFLAMACION POR UNA DIETA HIPERLIPIDICA

La microglia, mencionada anteriormente, es considerada como los macréfagos del
SNC, se encuentran normalmente en un estado latente o “vigilante” con morfologia
ramificada y monitoreando el ambiente, cuando detecta toxinas ambientales, dafo
mecanico o un estimulo inmune (por virus o bacterias, por ejemplo), se activa
modificando su morfologia ramificada por una mas grande, redondeada, tipo ameboide
(FIG 5) presentado en su superficie moléculas como CD14, complejo mayor de
histocompatibilidad, receptores para quimiocinas, entre otros (Block et al., 2007).

Tras consumir una HFD se ha observado un aumento en el numero y activacion de la
microglia debido a la activacion del TLR4 (Toll Like Receptor 4) que funge como
mediador de inflamacion por &cidos grasos saturados y que se expresa
abundantemente en ésta (Milanski et al., 2009). Su activacion estimula la generacién de
factores solubles como factor neurotrofico derivado de glia (benéfico para la
supervivencia neuronal); sin embargo, en su mayoria expresa factores proinflamatorios
y neurotdxicos, tales como la enzima proinflamatoria 6xido nitrico sintasa, citocinas
como II-1B y TNFa, factores transcripcionales como NF-kB y la produccién de altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (Mingrone, Panunzi et al.
2015) como O2"y NO que generan dafio oxidativo a moléculas como proteinas, lipidos y
material genético, desencadenando apoptosis celular, lo que se ha visto que puede
resultar hasta en un 25% menos de neuronas POMC/CART en el nucleo ARC (Lau et
al., 2007; Thaler et al., 2012).
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Process of \
microglial cell N “

» Neuroloxcily -

Neuroprotection

RESTING ACTIVATED (AMEBOID)
MICROGLIA MICROGLIA Neuron

FIG 5. Cambio morfol6gico microgia activada.
(Fuente: https://sp.depositphotos.com/vector-images/microgl%C3%ADa.html)

[.III ALIMENTOS FUNCIONALES COMO TRATAMIENTO PARA LA
OBESIDAD

A pesar del alto costo econdmico y humano de esta enfermedad, no existen a la fecha
terapias efectivas para su tratamiento, a excepcion de la cirugia (Flier 2004; Barja-
Fernandez, et al., 2015), la cual no es accesible a todo publico e implica riesgos a la
salud propios del procedimiento. Lo que hace, como se menciond anteriormente, a la

investigacion de su etiologia y tratamiento un ente vigente.

Un &rea que ofrece una amplia gama de alternativas es aquella enfocada en alimentos
funcionales, ya que existe una relacion bien establecida entre nutricion, respuestas
biologicas y estado de salud (Riccardi, Capaldo et al., 2005). En lo que respecta al
sobrepeso y obesidad, la funcién de los alimentos funcionales radica en la regulacion
del consumo de alimento promoviendo la sensacion de saciedad (Halford y Harrold,
2012) o, por otro lado, en la eficiencia del gasto de energia, ambos regulados por el
hipotalamo (Spiegelman y Flier, 2001).

Los alimentos funcionales, se definen por ser aquellos que afectan de manera benéfica

una o mas funciones especificas en el organismo, ya sea mejorando el estado de salud
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o disminuyendo el riesgo de enfermedad (Doyon y Labrecque, 2008). Asi, la adicién de
fibra soluble (B-glucanos) o microorganismos (lactobacilos) como agentes prebioticos y
probiéticos, respectivamente, ha mostrado un beneficio en el manejo de éste tipo de

enfermedades (Benjamin y Spener, 2009; Siro et al., 2008).

L.IIl.I COMPUESTOS FENOLICOS

Otra manera por la que los alimentos pueden tratar la obesidad es mediante el aumento
de saciedad, aumentando el gasto de energia (termogénesis) o bien, disminuyendo la
absorcion intestinal de grasas y carbohidratos (Hill y Peters, 2002). Su efecto benéfico
en la salud se debe a una familia amplia de fitoquimicos, producto del metabolismo
secundario de plantas y vegetales conocida como compuestos fendlicos (FIG 6), que en
el caso del tratamiento contra la obesidad, se ha estudiado tienen efectos
antiadipogénico, lipolitico, antioxidante, supresor del apetito y antiinflamatorio, por
mencionar algunos (Mohamed, 2014).

oy
l Fotosintesis
METABOLISMO PRIMARIC DEL CARBONO
Eritrosa-4-fosfato / \\ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)
C'fr.lo delf.:_s dcidos Acetil-Coh
tricarboxilicos
v
Aminoacidos alifaticos
" l L J
Via del acido Via del acida Via del cido \ia MEP
shikimico malénico mevaldnico
Aminoacidos
aromaticos
Productos secundarios
nitrogenados
v Y "y b

» | Compuestos

- B Terpenos

» | fendlicos

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO

FIG 6. Metabolismo secundario de plantas para elaboracién de compuestos fenodlicos
(Fuente: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/8a/Metabolismo-secundario.svg/560px-
Metabolismo-secundario.svg.png)
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Estudios hechos con extractos ricos en compuestos fendlicos de té verde (50 mg/kg de
peso/dia), de ginseng (ginsenosido Rbl- 14 mg/kg de peso/dia-) y de canela
(cinnamaldehido- 10 mg/kg de peso/dia) han mostrado tener un efecto antiobesigénico
al actuar sobre el peso corporal, depositos de masa grasa, consumo de alimento,
tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina y la leptina, todo ello revirtiendo el
efecto inflamatorio de una HFD en el hipotdlamo, ya que disminuy6 la expresion de
marcadores inflamatorios (IL-6,IL-1B y plIKK), asi como reguladores negativos de la
sefalizacion de leptina (SOCS3 y PTP1B) (Khare et al., 2016; Okuda et al., 2014; Wu et

al., 2014).

Los compuestos fendlicos comprenden un grupo heterogéneo de mas de 8,000
estructuras ampliamente distribuidas en diferentes tejidos vegetales que se consumen
como frutas, verduras, vino, té, especias, chocolate o granos; se componen de uno o

mas anillos aromaticos y uno o mas grupos hidroxilo (-OH) (Urquiaga y Leighton, 2000).

Se clasifican en:
- Acidos fendlicos: hidroxibenzoico e hidroxicinnamico
- Flavonoides: incluye a las antocianinas y a las antioxiantinas (flavonas,
flavononas, flavonoles -quercetina, kaempferol, miricetina, entre otros-,

flavan-3-oles, isoflavonas, chialconas y sus glicosidos).
- Amidas polifendlicas: capsaiscinoides y avenantramidas.

- Otros no flavonoides: taninos, estilbenos, acido elagico, lignanos, entre otros
(Tsao 2010).

Su relacion con la prevencién de enfermedades es ampliamente estudiada, ya que
protegen contra estrés oxidativo, enfermedad cardiovascular, cancer, osteoporosis,
diabetes mellitus y enfermedades neurodegenerativas (D Archivio et al., 2007). Se

muestra su estructura quimica basica en la FIG 7.
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Estructura basica ¥ Isoflavenas

FIG 7. Estructura de compuestos fendlicos
(https://multimedia.elsevier.es/PublicationsMultimediaV1/item/multimedia/13054406:4v22n10-
13054406tab03.gif?idApp=UINPBAO0004N)

[.IILII NOPAL (Opuntia ficus-indica)

El nopal (Opuntia spp.), alimento funcional ampliamente consumido y estudiado en
México, es una cactacea originaria de América (FIG 8), contiene carbohidratos
digeribles, fibra, antioxidantes (carotenoides y betalainas, potenciales agonistas de
TGR5), calcio, potasio, vitamina A, vitaminas del complejo B y vitamina C, ademas de
tener un alto contenido en compuestos fendlicos y polifendlicos (80-90 mg/100g de peso
seco) como quercetina, kaempferol, acido feralico y nicotiflorino, entre otros (Bensadon
et al., 2010; Valencia-Sandoval et al., 2010). En la Tabla 1 se muestra su composicion.
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FIG 8. Nopal Opuntia ficus-indica.

(Fuente: Foto propia)

El nopal se emplea extensivamente tanto como alimento, asi como en la medicina
tradicional como antipirético, antinflamatorio, diurético, analgésico y antiespasmadico
(EI-Mostafa et al., 2014). A través de la activacion de la via antitumoral p53, el nopal
ejerce efectos anticancerigenos. Por su alto contenido en fibra y mucilago inmoviliza
sales biliares y colesterol, reduciendo su concentracion en la circulacion, protegiendo
asi de enfermedades cardiovasculares (Mulas, 1992). El nopal presenta capacidad de
reducir niveles de glucosa en sangre, estimulando la secrecién de insulina y por ende, la
glucogénesis hepatica (Feugang et al.,, 2006), dos procesos controlados por el
hipotalamo (Lam et al., 2005; Ramnanan et al., 2011). Un estudio utilizando un modelo
experimental de diabetes inducida con estreptozotocina en ratas, mostrd que la adicion
de harina de nopal a la dieta disminuy6 las concentraciones plasmaticas de colesterol,
triglicéridos y glucosa, asociado con un aumento de insulina plasmatica y una mejora
del dafio tisular inducido. En otra serie de experimentos realizados por nuestro equipo

de trabajo (Cysneiros et al., 2018) mostraron que la harina de nopal protege a ratas de
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los efectos negativos de una dieta hipercalérica occidentalizada alta en grasa, tales
como: ganancia de peso corporal (p=0.05), insensibilidad a la insulina (p=0.05) y una
tendencia a disminuir el aumento de masa grasa abdominal, dislipidemia y de

marcadores de dafio hepatico.

Tabla 1. Composicion de cladodios de Nopal (Opuntia ficus-indica). (Tomado de: Bensadén,
et al., 2010)

Nopal (g/100g peso seco)

Humedad 5.73+0.36
Proteina 1.13+0.39
Grasa 1.32+0.08
Fibra Dietética
Soluble 9.3+0.41
Insoluble 53.7£2.47
Cenizas 16.41+0.35

Estudios in vitro mostraron la capacidad antiinflamatoria de un extracto etandlico de
antioxidantes fenodlicos del nopal. Especificamente, sobre células microgliales,
expuestas a lipo-polisacéaridos (inductor de la inflamacion); el extracto (a dosis de 30, 50
y 100 ug/ml) suprimié de manera dosis-dependiente la respuesta inflamatoria al inhibir
la expresién de la Oxido Nitrico Sintasa inducible, y con ello la produccion de 6xido
nitrico, mediante la inactivacion de la via NF- kB (nuclear factor-kB) (Lee et al., 2006).
Este resultado muestra la capacidad de los componentes bioactivos del nopal para
modular la respuesta inflamatoria de la microglia, la cual se ha encontrado
sobreactivada en roedores alimentados con HFD y en pacientes obesos donde
remplaza neuronas muertas a través de la activacion de un proceso conocido como
gliosis (Thaler et al., 2012).

Los datos de la literatura presentados previamente muestran el papel central
desempefiado por el hipotalamo en la regulacién de la homeostasis energética y la
implicacidbn de sus alteraciones, inducidas por el consumo excesivo de alimentos
hipercaldricos, en el desarrollo de patologias asociadas a la obesidad, como intolerancia
a la glucosa, resistencia a la insulina y la leptina, dislipidemia, entre otras. Asi como el

efecto benéfico que tienen alimentos funcionales como el nopal para su tratamiento.
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Il. JUSTIFICACION

La obesidad y el sobrepeso, presentes en mas del 70% de la poblacién adulta en
México, son la principal amenaza a la salud publica nacional y mundial (con casi un
40% de adultos afectados) al ser factor de riesgo para el desarrollo de desérdenes de
aprendizaje, de reproduccion, estar asociados con algunos tipos de cancer y
representar el principal factor de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y

enfermedades cardiovasculares.

El hipotdlamo, desempefia un rol importante en la regulacién del metabolismo
energético, modulando su gasto y consumo; su susceptibilidad a los dafios inducidos
por la ingesta excesiva de calorias/lipidos que desencadena el desarrollo de la
obesidad, intolerancia a la glucosa, resistencia tanto a la insulina como a la leptina y
dislipidemia, lo hacen objeto de estudio para revertir dicho padecimiento.

El uso de alimentos que poseen compuestos bioactivos capaces de modificar
favorablemente funciones fisioldgicas ha surgido como una alternativa real, de acuerdo

con multiples estudios realizados en las ultimas décadas.

El nopal posee un gran numero de beneficios sobre el metabolismo de la glucosa y
lipidos, disminuyendo el contenido de estas biomoléculas en sangre y con ello el riesgo
de enfermedades relacionadas a ellas. El nopal protege de la inflamacion y de los
efectos negativos de una dieta hipercaldrica, como lo muestran resultados obtenidos
previamente por nuestro equipo de investigacion, la cual es conocida por inducir una
inflamacion hipotalamica dentro del concepto de “neuroinflamacién metabdlica”. Sin
embargo, no existen en la literatura estudios que muestren los mecanismos precisos del
nopal que medien los efectos en el control de dichos desérdenes metabdlicos.

Es, por lo tanto, esencial el estudio de la interaccidén entre los componentes del nopal y
el hipotalamo que muestren la participacion de esta estructura cerebral en los beneficios
metabdlicos de su consumo. La elucidacion de estos mecanismos proporcionara
herramientas para el desarrollo de estrategias alimenticias mejor adaptadas y aportaran
bases para desarrollar terapias efectivas contra la obesidad y sus comorbilidades.
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. HIPOTESIS
La administracion de una dieta adicionada con harina de nopal (Opuntia ficus-indica)
tiene un efecto antiobesigénico y antiinflamatorio sobre la regulacion hipotalamica del

metabolismo energético en un modelo de ratdn.

IV.  OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto antiobesigénico y antiinflamatorio de la administracion de una dieta
adicionada con harina de nopal sobre la regulacion hipotaldmica del metabolismo

energético en un modelo de raton.

IV.l. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto del consumo de harina de nopal (cactus flour -CF-) sobre el
comportamiento alimenticio y peso corporal de ratones obesos inducidos por

dieta.

2. Determinar si el consumo prolongado (4 semanas) de harina de nopal en ratones
obesos inducidos por dieta: aumenta la sensibilidad a la insulina y reduce la
intolerancia a la glucosa observada en animales obesos.

3. Analizar en animales obesos inducidos por dieta, el estado de inflamacion del
hipotalamo, como efecto del consumo de harina de nopal, potencialmente

implicando sus beneficios metabdlicos.

4. Determinar los niveles plasmaticos de glucosa, colesterol, triglicéridos, enzimas

hepaticas y adiposidad en animales obesos tratados durante 4 semanas con CF.
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V. METODOLOGIA

V.l HARINA DE NOPAL (CF)

Para la obtencién de la CF se colectaron los cladodios de Opuntia ficus-indica en el
municipio de Ziracuaretiro en Michoacan, localizado en la parte central del estado, en
las coordenadas 29°16’ de latitud norte y 101°55’ de longitud oeste, a una altura de
1,380 metros sobre el nivel del mar, segun establece el Instituto Nacional para el
Federalismo y el Desarrollo Municipal. Una muestra fue previamente identificada por el
Herbario de la Facultad de Biologia de la UMSNH (oficio con numero de folio 27587,
Anexo 1).

Los cladodios se lavaron y desinfectaron (solucién de hipoclorito al 5%), posteriormente,
se quitaron espinas y se seccionaron en trozos de 1cmX1lcm para ser deshidratados a
una temperatura de 50°C por 24 a 36h y posteriormente fueron pulverizados para ser
utilizados como harina. Se obtuvo un polvo fino, de color verde claro con olor sui

generis. El proceso de ilustra en la FIG 9.

FIG 9. Proceso para obtencion de harina de nopal.

V.l MODELO DE RATON OBESO INDUCIDO POR DIETA (DIO)
Para el estudio se usaron ratones macho de la cepa C57BL/6 adultos (8 semanas de
edad), en condiciones de luz/oscuridad (12h/12h) y temperatura (22+2 °C) reguladas,

con acceso a agua y alimento ad libitum.
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Se les indujo obesidad por una exposicion de 12 semanas a una dieta con 60% de
calorias provenientes de grasa saturada —manteca de cerdo- (HFD). El tratamiento con
harina de nopal (CF) se hizo a través de la adicién de ésta Ultima a la HFD para obtener
la dieta experimental (HFD-CF) que fue administrada por 4 semanas después de la
induccion de la obesidad. Se utilizaron 7 ratones por experimento y grupo experimental.

Se conformaron 4 grupos experimentales de ratones:

1) Dieta estandar (Standard Diet —SD-),

2) Dieta estandar + Harina de Nopal (SD-CF) ,

3) Dieta Hiperlipidica (HFD) y

4) Dieta Hiperlipidica + Harina de Nopal (HFD-CF).
Las dietas fueron elaboradas en base a lo establecido para la elaboracién de dieta de
mantenimiento purificada para roedores de laboratorio por el American Institute of the
Nutrition (AIN-93) (Reeves, Nielsen et al., 1993) y la composicion de HFD comercial con

60% de energia proveniente de lipidos del laboratorio TestDiet™ (Anexo 2, ficha
técnica).

V.1l FORMULACION DE DIETAS.

Tabla 2. Ingredientes y composicion de dietas.

Almidoén 615 581 256 227
Sacarosa 100 100 100 100
Caseina 140 138 180 178
Celulosa 91 0 91 0
Guar 16 0 16 0
Aceite de 40 40 358 354
soya/Manteca de
cerdo
Mezcla Minerales 35 10 35 10
Mezcla Vitaminas 10 7 10 7
Harina de Nopal - 170 - 170
%kcal Proteina 14.8 14.9 13.4 13.5
%kcal 75.6 73.5 26.5 24.8
Carbohidratos
%kcal 9.5 9.7 60.0 60.4
Lipidos
Kcallgr 3.7 3.7 5.3 5.2
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V.IV SECUENCIA COMPORTAMENTAL DE SACIEDAD

Al pasar las 12 semanas de induccion de obesidad, se inicié con la dieta experimental
HFD-CF, la cual se administr6 por 4 semanas. El peso corporal y el consumo de
alimento fueron pesados tres veces por semana en bascula digital (marca SartoriusMR.
Modelo AY-5101, 5100g X 0.1g). Para determinar un posible efecto de la CF sobre la
saciedad, animales HFD-CF y su grupo control (HFD) fueron sometidos a un andlisis
del comportamiento de secuencia de saciedad al final (25 dias) del experimento del
tratamiento (Dos Santos Oliveria, 2011). Dicho analisis consistid en dejar sin alimento a
los animales por 2 h, posteriormente se proporciond una cantidad conocida de alimento
y se registré en video (40 minutos, analizados en 8 periodos de 5 minutos cada uno)
utilizando la metodologia descrita por Vickers, et al (1999), adaptada de Halford, et al
(1998). Se mide el tiempo (segundos) que pasa el animal comiendo (ingiriendo comida,
masticando, deglutiendo o sosteniendo comida en patas), acicaldndose (movimientos
relacionados con su limpieza ya sea con boca o patas) y descansando (posicion de
descanso o durmiendo), ademas se peso el alimento antes y después de cada sesion.

Evaluar en los grupos experimentales los efectos de la administracion intraperitoneal de
insulina y glucosa exdgena sobre las concentraciones plasmaticas de glucosa. Estas
pruebas son conocidas como test de tolerancia a la insulina (TTI) y a la glucosa (TTG),
y fueron realizados a los 25 dias de tratamiento.

V.V TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA

El TTG, consistié en dejar en ayuno por 6 h (6am-12pm) a los animales, se midio la
glucosa basal con glucométro (One Touch Ultra 2, de Johnson & Johnson) mediante
una gota de sangre obtenida de la cola. Se inyect6 glucosa (1g/kg peso corporal i.p.) y

se midi6 glucosa a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.
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V.VI TEST DE TOLERANCIA A INSULINA

El TTI, consistio en dejar por 6 h en ayuno a los animales (6am-12pm), se midié glucosa
basal con glucémetro (One Touch Ultra 2, Johnson & JohnsonMR) mediante una gota de
sangre obtenida de la cola. Se inyect6 insulina (1 U/kg peso corporal i.p.) y se midio
glucosa a los 15, 30, 60, 90y 120 min.

V.VII INMUNOHISTOQUIMICA

Determinar por inmunohistoquimica el estado de activacion y cantidad de microglia en
hipotadlamo de ratones obesos alimentados 4 semanas con HFD-CF vs controles. Para
ello, al finalizar el periodo de dieta HFD-CF, se inyectd a cada ratén con pentobarbital
(100mg/kg peso corporal), se realizé una perfusion cardiaca (insertando en el ventriculo
izquierdo una céanula con Soluciéon Salina Amortiguada con Fosfatos —Phosphate
Buffered Saline o PBS- y posteriormente con Paraformaldehido al 4% a 4°C, se extrajo
el cerebro, se coloc6é por 24h en paraformaldehido para ser fijado a 4°C vy
posteriormente se pas6 a una solucion de Sacarosa al 10% y a las 24 h a una de 30%.
Se empled un criostato para realizar los cortes histologicos a 30um de espesor en
posicién coronal para ser inmunotefidos con antigeno especifico de microglia anti-lbal
(dilucién 1:10,000, FUJIFILM Wako Chemicals, USA), seguido de una incubacién con
un anticuerpo secundario biotinilado y una solucién de avidina-biotina (ABC Elite Kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA USA).

Los analisis morfologicos fueron realizados en ciego a un aumento de 10X con un
sistema de analisis de imagen (Axioskop 40 Zess® microscope, Zeiss). Se delimito el
area de conteo en el ndcleo arqueado (0.0613+0.0017 mm?) tanto del lado izquierdo
como del derecho en 6 animales por grupo. Se consideraron el nimero de microglia
iba+ totales para después ser clasificadas como “activadas” o “no activadas” segun los

criterios de Roque et al 2016.
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V.VIIl PRUEBAS BIOQUIMICAS Y PESO TEJIDO ADIPOSO

Se obtuvo sangre central la cual se dej6 coagular y se centrifugd para obtener el suero.
Posteriormente se determinaron las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol,
triglicéridos en la Central de Patologia Clinica Veterinaria, de modo doble ciego. Al
sacrificio, se determind la adiposidad disecando y pesando los depdésitos de masa grasa
epididimal y retroperitoneal.

V.IX ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con el Programa GraphPad Prism Versién 6.00 (La
Jolla, California, EUA). Se obtuvieron media y error estandar de la media (Saleem, Kim
et al.) de todas las mediciones, para ser evaluadas posteriormente con T- student,
analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias. Se consider6 como significativo el

resultado con p<0.05.
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VI. RESULTADOS

VLI INDUCCION OBESIDAD

Al final de las 12 semanas, tal como se muestra en la FIG 10, se obtuvo un aumento del
25.3% peso del grupo de ratones DIO con HFD (60% de kcal provenientes de lipidos)
respecto al grupo alimentado con SD (33.33+0.71 y 26.59+0.88 respectivamente, n=14
en cada grupo). Se consideraron obesos a los ratones con peso 20% mayor al control
(Hariri & Thibault. 2010).

Al concluir las 12 semanas de induccion de obesidad, se repartieron cada grupo en dos

grupos mas, obteniendo los 4 grupos experimentales siguientes:

- Dieta estandar -SD- (n=7)

- Dieta estdndar + Harina de nopal —SD-CF- (n=7)

- Dieta hiperlipidica —HFD- (n=7)

- Dieta hiperlipidica + Harina de nopal —-HFD-CF- (n=7)
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FIG 10. Peso corporal de ratones alimentados con Dieta Estandar (SD) o Dieta Hiperlipidica (HFD),
durante 12 semanas. Se analizaron por ANOVA de dos vias, n=14 en ambos grupos, *p<0.05.
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VI.II PESO, CONSUMO DE ALIMENTO Y EFICIENCIA ALIMENTARIA CON

HARINA DE NOPAL

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en los diferentes grupos -tanto
tratados con harina de nopal (CF) como los que tuvieron una dieta sin nopal pero
ajustada en fibra (soluble en insoluble)- en peso corporal (inicial y final) y su efecto neto,
la eficiencia alimentaria, consumo de alimento (g y kcal), curvas de tolerancia a insulina
y glucosa, la secuencia comportamental de saciedad, el conteo de microglia en el
nacleo arqueado del hipotalamo, los niveles bioquimicos de glucosa, colesterol,
triglicéridos, urea y creatinina, asi como la cantidad de tejido adiposo.

En la siguiente tabla (Tabla 3) y FIG 11, se muestran el peso en gramos (mediazerror
estandar) en cada grupo y el porcentaje de cambio de peso que tuvieron los ratones

durante el tiempo que consumieron harina de nopal (4 semanas).

Tabla 3. Los pesos semanales de cada grupo y el porcentaje de cambio de peso. (n=7 en cada grupo)
analizado con ANOVA de dos vias y un poshoc de Bonferroni, p<0.05 vs SD. Grupos SD=Dieta
Estandar, SD-CF=Dieta estandar + Harina de Nopal, HFD= Dieta Hiperlipidica y HFD-CF= Dieta
Hiperlipidica + Harina de Nopal.

%

Peso inicial SEINERERE Semana 2 Semana 3 Semana 4 Cambio
de peso

SD 27.1+1.50 26.22+1.43 26.18+1.57 28.18+1.40 30.07+£1.78 +10.9%

SD-CF 28.65+0.76 25.85+0.51 24.87+0.59 27.21+0.88 29.51+0.93 +3.0%

HFD 34.02+1.53* 34.54+1.65* 34.20+1.60* 35.38+1.70* 36.57+1.90* +7.49%

HFD-CF  33.55+0.85* 31.41+0.84* 29.75+0.66 29.75+0.64 29.6+0.75 -11.77%

La eficiencia alimentaria es un valor que hace referencia a la cantidad de kcal del
alimento consumido aprovechadas por el organismo para almacenarlas como peso
corporal. Se obtiene mediante la férmula: (Peso final-Peso inicial)/(Kcal

consumidas)X100.
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En seguida se muestran la grafica de Eficiencia Alimentaria que se obtuvo al finalizar
las 4 semanas de tratamiento con Harina de Nopal (CF). En donde se observa como el
grupo HFD tuvo un mayor aprovechamiento calérico para aumentar de peso, no asi el

grupo HFD-CF que normalizé su eficiencia y gastaba la misma cantidad de energia que

consumia.
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FIG 11. A. Peso corporal semanal y B. Eficiencia Alimentaria de ratones alimentados con Dieta Estandar
(SD), Dieta Estandar + Harina de Nopal (SD-CF), Dieta Hiperlipidica (HFD) y Dieta Hiperlipidica + Harina
de Nopal (HFD-CF). Peso inicial vs peso final (4 semanas después). Se analizaron con ANOVA dos vias
y pos hoc Bonferroni, n=7 en cada grupo, *p<0.05 vs SD.
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Estandar (SD), Dieta Estandar + Harina de Nopal (SD-CF), Dieta Hiperlipidica (HFD) y Dieta Hiperlipidica
+ Harina de Nopal (HFD-CF). Se analizaron con ANOVA y pos hoc Bonferroni, n=7 en cada grupo,
*p<0.05 vs SD.
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VI.III SECUENCIA COMPORTAMENTAL DE SACIEDAD

La secuencia comportamental de saciedad permite identificar el proceso fisiol6gico
normal del comportamiento alimenticio. Este comienza por un periodo de consumo de
alimento, luego el animal pasa tiempo acicalandose (lamiéndose y/o rascandose) y
finalmente descansa/duerme. Dicho comportamiento es ciclico, es decir, se repite a lo
largo del dia varias veces.

Los resultados muestran que el grupo HFD-CF tuvo un punto de saciedad mas
temprano (en el periodo 1.9) al igual que HFD en el 1.8, a comparacion de los otros
grupos SD fue 3, SD-CF fue en el 6.6. Este punto se saciedad se refiere al momento en
qgue el animal deja de comer y descansa, indicando que esta satisfecha su ingesta de
comida. La cantidad de comida consumida (en gramos Yy kilocalorias) durante esta
evaluacion fue de 0.45+0.12g y 1.70+0.44kcal para el grupo SD, 0.38+0.06g y
1.42+0.22kcal para SD-CF, 0.12+0.02g* y 0.63+0.09kcal* para HFD, para el grupo HFD-
CF fue 0.50£0.13g y 2.64+0.67kcal, se indica con un asterisco (*p<0.05) los resultados
gue fueron significativamente diferentes al grupo SD. A continuacion, se muestran las

gréaficas que se obtuvieron para cada grupo, FIG 13.
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FIG 13. Secuencia comportamental de Saciedad. A. Grupo SD, B. SD-CF, C. HFD, D. HFD-CF, E.

Consumo de alimento en gramos y F. Consumo de alimento de kilocalorias (analizado con ANOVA de
una via, *p<0.05 vs SD, * p<0.05 vs HFD).
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VI.IV TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA E INSULINA

Como parte de las alteraciones metabdlicas desarrolladas de la mano de la obesidad,
se encuentran la intolerancia a la glucosa y la insensibilidad a la insulina, que pueden
desencadenar en Diabetes Mellitus tipo 2. A continuacion se muestran las curvas de
Tolerancia a Glucosa e insulina, asi como el Area Bajo la Curva obtenidas de los
diferentes grupos FIG 14.
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FIG 14. A. Curva de Tolerancia a Glucosa y C. Tolerancia a insulina con Area Bajo la Curva para cada
una (B y D). Los grupos SD, SD-CF, HFD y HFD-CF cada uno con una n=7. Se muestra el analisis de
ANOVA dos vias *p<0.05 vs SD, *p<0.05 vs HFD.
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VLV INMUNOHISTOQUIMICA

Las pruebas de inmunohistoquimica, nos permitieron determinar la densidad
(células/mm?) y estado de activacién de la célula inmune del sistema nervioso central, la
microglia. Esta, al presentarse ante algin estimulo nocivo aumenta su tamafio y cambia
de forma (de una tipo estrella a otra tipo ameboide). Asi, se pueden detectar zonas que
fueron expuestas a un insulto y se desarroll6 inflamacion como se observa en las
micrografias (FIG 15 A-D).

Los resultados de esta prueba indican que la densidad de microglia (células/mm?) fue
estadisticamente igual en los grupos SD (1003.31 + 77.94) y SD-CF (986.06 + 114.09).
El grupo HFD aumenté significativamente su densidad (1431.48 + 82.16 p=0.04) en
comparacion al grupo SD y el tratamiento con CF restaurd la densidad a niveles
comparables al estandar (SD) (HFD-CF: 1016.02 + 93.76) como se muestra en la FIG
15 (E). La presencia de células activadas (caracterizadas por un mayor tamafio y una
forma mas redondeada), fue contabilizada del total de células microgliales presentes en
el area de interés (nucleo Arqueado). El grupo HFD presentdé un aumento significativo
de células activadas (p<0.0001 vs SD) y el tratamiento con nopal mostré una reduccion
significativa (p=0.01 vs HFD) sin embargo, no alcanzé a ser similar a los grupos SD y

SD-CF (mostrando diferencia con estos grupos también) (p=0.046).
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FIG 15. Micrografias de cortes de cerebro de ratdn, localizando hipotalamo y el ndcleo arqueado (Arc), se
toma como referencia el tercer ventriculo. A. Grupo SD (dieta estandar), B. Grupo SD-CF (dieta estandar
con harina de nopal), C. Grupo HFD (dieta hiperlipidica) y D. HFD-CF (dieta hiperlipidica con harina de
nopal). E. Densidad (células totales/mm?) y F. Células activadas/mm?. Analizados con ANOVA una via

con pos hoc Bonferroni, *p<0.05 vs SD, *p<0.05 vs HFD.
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VI.VI BIOQUIMICA

A continuacién (FIG 16 A-E) se muestran los resultados obtenidos de diversos

pardmetros bioquimicos producto del metabolismo.
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FIG 16. Pardmetros bioquimicos en los grupos SD, SDCF, HFD, HFDCF. Se muestran en las figuras A
niveles de glucosa, B de colesterol, C de ftriglicéridos, D de urea y E de creatinina (mg/dL). Analizados

con ANOVA de una via, con *p<0.05 vs SD.
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VI.VII PESO TEJIDO ADIPOSO

Los depdésitos de tejido adiposo epididimal y retroperitoneal, son considerados como
parte de las reservas de tejido adiposo blanco, las cuales fungen como depdsitos de
energia y para la proteccion de érganos (Mann, et al., 2014). Se muestran las
cantidades obtenidas en los diferentes grupos en la FIG 17. Se puede observar que
fueron normalizados los pesos del tejido adiposo en los animales que iniciaron como
obesos y recibieron CF (Epididimal 0.88+0.07g y Retroperitoneal 174.25+22.2mg
p>0.99 vs SD). No asi en los animales que tenian una HFD (Epididimal= 2.09+2.99g y
Retroperitoneal= 587.67+101.91mg p=0.002 y p<0.0001 vs SD).
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FIG 17. Peso tejido adiposo A. epididimal y B. retroperitoneal. Los grupos SD, SD-CF, HFD y HFD-CF
cada uno con una n=7. Se muestra el andlisis de comparaciones multiples (ANOVA de una via), *p<0.05
vs SD.
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VIl. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los datos obtenidos en este trabajo muestran un efecto reductor en cuanto al peso
corporal en ratones obesos tratados con harina de nopal (HFD-CF), al mostrar una
disminucién de peso (p=0.0009) y cantidad de tejido adiposo (p=0.0003) de manera
significativa. Ademas, se observd una mayor eficiencia alimentaria en dicho grupo, ya
gue aunque consumian la misma cantidad de alimento (tanto en gramos como en kcal)
gue el grupo obeso sin harina de nopal (HFD), no mostraron la misma capacidad de
generar peso corporal a partir de las kcal ingeridas igual que ellos. Los grupos
normopesos (SD y SD-CF) no mostraron diferencias entre si, lo que indica que el
consumo per-se de harina de nopal no afecta la absorcion nutrimental. Los grupos que
no recibieron CF tuvieron un ajuste en la cantidad de fibra (soluble e insoluble) para que
fueran equivalentes. Lo que nes confirma que el efecto obtenido no pudo ser causado

por la fibra que contiene el nopal.

El consumo de alimento en la Secuencia Comportamental de Saciedad mostré una
ingesta significativamente menor en el grupo HFD respecto a SD (p=0.01); el grupo que
recibio la misma clase de dieta alta en grasa, pero adicionada en nopal tuvo un
consumo igual —g y kcal- al grupo control SD. A su vez, al alcanzar un estado de
saciedad mas temprano que los grupos con una dieta normolipidica, indica una
optimizacién en la economia del metabolismo energético promoviendo un consumo
mayor, pero a su vez aumentando el gasto energético, posiblemente aumentando la
actividad locomotora y/o la termogénica. De acuerdo con estudios realizados, al
estimular el sistema de melanocortina en el arqueado por accion de neuronas POMC
(Proopiomelanocortina), se promueve dicho gasto energético (Gautron, et al. 2015).
Dicha capacidad se ha observado en otros compuestos naturales derivados del té
verde, el ginseng y la canela (Khare et al., 2016; Okuda et al., 2014; Wu et al., 2014).
Ademas, estudios han mostrado que componentes dietarios no energéticos como
micronutrientes y componentes no-nutrimentales (como calcio, vitaminas, fibra y
compuestos fendlicos) son capaces de modular la saciedad al promover el aumento de
hormonas anorexigenicas (PYY) yl/o participando en la sintesis de péptidos y

neurotransmisores que controlan la ingesta de alimento (Tremblay, et al 2015).
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La prueba conductual realizada en este estudio muestra que la adicion de CF no altero
el punto de saciedad en el grupo HFD-CF respecto a HFD (periodo 1.9 y 1.8,
respectivamente); pero si tuvo un efecto en el grupo SDCF respecto a SD (periodos 6.6
y 3, respectivamente). Se observaron otros efectos interesantes para el estudio como
un mayor interés por descansar en el grupo HFD respecto a los otros grupos, que
tuvieron una mayor movilidad lo que concuerda con el estudio de Keeley et al (2019),
donde usaron un modelo de obesidad para medir actividad locomotora respecto a un

modelo transgénico de FGF1.

Diversos estudios muestran que dentro de los componentes dietarios que pueden influir
en la saciedad estan las proteinas, los carbohidratos y en menor proporcién las grasas,
pero también componentes de los alimentos considerados como no-nutrientes y otros
micronutrientes. Algunos ejemplos de ellos son el calcio, algunas vitaminas, la fibra y
compuestos fendlicos. Se ha demostrado que actian aumentando niveles de hormonas
promotoras de saciedad como PYY y/o participando en la sintesis de péptidos y
neurotransmisores que controlan la ingesta de alimentos (Temblay & Bellisle, 2015).
Opuntia ficus-indica resulta ser rico en fibra (9.8g soluble y 54.45g insoluble/100g de
materia seca), polifenoles (2.69g equivalentes de Acido Gélico/100g de materia seca),

calcio y vitaminas del complejo B y C, principalmente (Bensadon, et al. 2010).

Parte de las alteraciones derivadas de la obesidad son la intolerancia a glucosa y menor
sensibilidad a insulina que se relacionan con la sefalizacién de la proteina cinasa Akt y
otras vias como defectos en el receptor de insulina o en IRS (Insulin Receptor
Substrate) (Czech, 2017). Sin embargo, bajo el tratamiento de harina de nopal, ambas
alteraciones se normalizaron, probando un efecto correctivo en el metabolismo de
glucosa, la cual se encuentra dentro de las funciones que modula el hipotdlamo de
manera central (De Souza, et al.2005) y el pancreas, higado, musculo y tejido adiposo
en la periferia. Varios estudios que involucran obesidad, diabetes y tratamientos con
Opuntia spp probaron mejoras en la integridad de islotes pancreaticos, proliferacion de

células B e inducciébn en la secrecién de insulina; ademas de funcionar como
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antioxidante, antiinflamatorio y disminuyendo lipidos circulantes al mostrar un radio
mayor de pAkt:Akt, mayor expresion del transportador de glucosa 2 (GLUT2) y de
PPARYy, lo que se tradujo en un mayor gasto de energia, disminuy6 el tamafio de los
adipocitos, aumento la fosforilacion de ISR y la expresion de genes relacionados con la
oxidacion de &cidos grasos (Rodriguez-Rodriguez, et al. 2015; Angulo-Bejarano, et al.
2014).

Dado que la microglia (densidad y activacion) en el nucleo arqueado del hipotalamo se
ve alterada con una dieta hiperlipidica y esté relacionada al desarrollo de obesidad, res

dimos a la tarea de evaluar estos parametros con una dieta adicionada con nopal.

Los datos obtenidos en este trabajo indican una tendencia a presentar menor
proliferacion (densidad= células/mm?) y activacién de microglia en ratones obesos que
consumieron una dieta con nopal (HFD-CF) vs aquellos que no la consumieron (HFD).
Estudios han mostrado que compuestos en el nopal son capaces de inhibir la expresion
de la enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iINOS) in vitro (Lee, et al.2006), la cual esta
directamente relacionada con procesos inflamatorios debido a la capacidad que tiene de
formar un potente oxidante, el peroxinitrito (Calabrese, et al. 2007). Cabe mencionar
gue dicha inflamacion se ha relacionado con la pérdida de neuronas POMC,
encargadas de promover el gasto de energia en el nicleo arqueado (Berkseth, et al.
2014).

Ademas al ser rico en polifenoles como la quercetina y el kaempferol, puede regular el
metabolismo energético estimulando la hormona tiroidea (T3) mediante el aumento en
cantidad y duracion de la D2 via protein cinasa A (Da Silva, et al 2007), pueden también
disminuir la absorcion de grasa proveniente de la dieta, disminuir la inflamacion,
estimular la termogénesis simpéatica y, como se menciono antes, modular neuropéptidos
involucrados en la ingesta de alimento (Panickar, 2013; Magrone et al 2013; Mohamed
2014).

Los resultados obtenidos del analisis bioquimico fueron, hasta el momento, no
concluyentes. El analisis estadistico de los diversos parametros (glucosa, colesterol,

triglicéridos, urea y creatinina) Unicamente mostraron diferencia significativa en Urea en

MCS. Mercedes Victoria Urquiza Martinez Pagina 32



Estudio del efecto antiobesigénico y antiinflamatorio de una dieta adicionada con harina de
nopal (Opuntia ficus-indica) en la regulacion hipotalamica del metabolismo energético en un
modelo de ratén

el grupo HFDCF vs SD. Este es un parametro que indica funcion renal y que suele
alterarse en la obesidad debido al estrés oxidativo y la inflamacion (Cheng, et al. 2019).
Los demas parametros pudieron verse alterados por diversos factores, inclusive su

manejo, pese a las medidas tomadas.

Estudios similares en los que se evalué el efecto de compuestos polifendlicos en
inflamacion hipotalamica inducida por una dieta alta en grasa, observaron una
reduccion en marcadores inflamatorios como interleucinas 6 (IL-6) y IL-1B asi como en
moduladores negativos de la sefializacion de leptina (SOCS 3 y PTP1B), que se
traducen en una reduccién de peso corporal, depésitos de masa grasa, ingesta de
alimento y una mejora en tolerancia a insulina, glucosay leptina (Okuda, et al 2014; Wu,
et al 2014;Khare, et al 2016).
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VIll.  CONCLUSIONES

En conclusion, el tratamiento con harina de nopal (Opuntia ficus-indica) mostro ser
eficaz para corregir diversas alteraciones dadas por la obesidad. De las que se pueden
destacar la normalizacion de peso corporal, mediante una optimizacion en el
consumo/gasto de energia. Mejora significativa en el metabolismo de glucosa al mejorar
la sensibilidad a insulina y la tolerancia a glucosa, propias de las alteraciones que
acompafan a la obesidad. Se mostrd, ademas, que el consumo de harina de nopal, a
pesar de acompafarse con una dieta alta en grasas saturadas promueve el gasto
energético por medio de un aumento en la actividad locomotora y termogénesis,
disminuy6 el volumen de los depdsitos de masa grasa y previene dafio de la funcién

renal.

Principalmente, se demostré que la ingesta de Opuntia es capaz de alcanzar el SNC y
modular el proceso inflamatorio que se desencadena con la ingesta de una dieta
hiperlipidica. Al disminuir dicha inflamacién en el centro modulador del balance
energético, el nucleo arqueado del hipotdlamo, se reestablecié su funcionamiento

normal y fue capaz de corregir las alteraciones que se presentaron con su inflamacion.

IX. PERSPECTIVAS

Como perspectivas a partir de este trabajo seria conveniente realizar nuevamente los

analisis bioguimicos; falta realizar valoraciones moleculares de expresion de genes en
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el hipotalamo relacionados al balance energético e inflamaciéon con el tratamiento de
Opuntia. Ademés, se puede complementar con diversas pruebas conductuales,
evaluaciones de microbiota en sistema digestivo e incluso, valorar en ratones del
género femenino. Enriquecer este trabajo permitirA establecer otros mecanismos
dafiados por una HFD y a su vez, descubrir mecanismos implicados en el efecto

benéfico de Opuntia ficus-indica, ya sea de manera completa o haciendo extracciones.
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