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RESUMEN

Introduccion: La globalizacion y la industrializacion del sistema alimentario han
favorecido el consumo de alimentos ultraprocesados con alta densidad energética y bajo
valor nutricional, lo que ha contribuido a la adopcion de un patrén dietético occidental
asociado con procesos inflamatorios cronicos (Candelario-Jalil et al., 2022; Marti Del
Moral et al., 2020). En este contexto, se proponen ingredientes funcionales, como la
cascara de pitahaya (Hylocereus undatus), para la prevencion de enfermedades
asociadas con procesos inflamatorios sistémicos. Objetivo: Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto antiinflamatorio de la suplementacion con cascara de pitahaya
(Hylocereus undatus) en ratas alimentadas con una dieta de cafeteria. Metodologia:
Quince ratas Wistar macho se alimentaron con dieta estandar (3.35 kcal/g) (CTL, n = 5),
dieta de cafeteria (3.72 kcal/g) (CAF, n = 5) y dieta de cafeteria + 300 mg/kg/dia de
cascara de pitahaya (3.72 kcal/g) (CAF+P, n = 5) durante quince semanas. Se midieron
los niveles séricos de lipopolisacaridos (LPS) mediante un kit ELISA. La expresion de
genes (116, II1B8 'y Tnfa) implicados en procesos inflamatorios a nivel hipotalamo se realizé
mediante RT-qPCR. Los acidos grasos de las fracciones de fosfolipidos (PL) y ésteres
de colesterol (CE) se evaluaron mediante cromatografia de gases (Castillo et al., 2020).
Resultados: Los niveles séricos de LPS fueron significativamente mayores en el grupo
CAF (0.17 £ 0.01 ng/mL) en comparacion con CTL (0.07 £ 0.01 ng/mL) (p<0.001). Sin
embargo, el grupo CAF + P (0.11 £ 0.01 ng/mL) mostré niveles significativamente
menores en comparacion con CAF (p<0.001). En el grupo CAF, los niveles de ARNm de
113 aumentaron significativamente con respecto a CTL (p<0.01), mientras que en CAF
+ P se observd una supresion significativa de la expresion del gen Tnfa en comparaciéon
con CAF (p<0.05). Los acidos grasos saturados totales (SFA) fueron significativamente
menores en CAF + P [25.81 (25.62 — 40.64) %] en comparacion con CAF [46.31 (45.25
— 62.18) %] (p<0.01). El acido caprico CE-C10:0, un acido graso de cadena media
presentd concentraciones significativamente menores en CAF (4.33 £ 0.99 %) respecto
a CTL (9.09 £ 1.91 %) (p<0.001). Se identificaron mayores niveles de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) en CAF + P [55.09 (40.41 — 57.97) %] frente a CAF [37.24 (29.78
— 37.39) %] (p<0.05). Finalmente, el acido a-linolénico CE-C18:3-n3 aument6 en CAF +
P [0.88 (0.73 — 1.90) %] en comparacién con CAF [0.45 (0.19 — 0.51) %] (p<0.05),
mientras que el acido y-linolénico PL-C18:3-n6 disminuy6 en CAF + P (0.36 £ 0.17 %) en
comparacién con CAF (2.39 + 0.95 %) (p<0.01). Conclusién: La suplementacion con
cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) mostré un efecto antiinflamatorio en ratas
alimentadas con dieta de cafeteria, lo que sugiere su potencial como ingrediente
funcional en estrategias de intervencién nutricional orientadas a la prevencién de
procesos inflamatorios asociados con dietas de tipo occidental.



ABSTRACT

Introduction:

Globalization and the industrialization of food systems have promoted the widespread
consumption of ultra-processed foods with high energy density and low nutritional quality,
contributing to the adoption of a Western dietary pattern associated with chronic
inflammatory processes. (Candelario-Jalil et al., 2022; Marti Del Moral et al., 2020). In
this context, functional ingredients such as pitahaya (Hylocereus undatus) peel have been
proposed for the prevention of diseases associated with systemic inflammatory
processes. Objective: This study aimed to evaluate the anti-inflammatory effect of
pitahaya (Hylocereus undatus) peel supplementation in rats fed a cafeteria diet.
Methodology: Fifteen male Wistar rats were fed either a standard diet (3.35 kcal/g) (CTL,
n = 5), a cafeteria diet (3.72 kcal/g) (CAF, n = 5), or a cafeteria diet supplemented with
300 mg/kg/day of pitahaya peel (3.72 kcal/g) (CAF+P, n = 5) for fifteen weeks. Serum
lipopolysaccharide (LPS) levels were measured using an ELISA kit. Gene expression (l16,
113, and Tnfa) involved in hypothalamic inflammatory processes was assessed by RT-
gPCR. Fatty acids from phospholipid (PL) and cholesterol ester (CE) fractions were
analyzed by gas chromatography (Castillo et al., 2020). Results: Serum LPS levels were
significantly higher in CAF (0.17 £ 0.01 ng/mL) compared to CTL (0.07 £ 0.01 ng/mL) (p
< 0.001). However, CAF+P (0.11 £ 0.01 ng/mL) showed significantly lower levels than the
CAF group (p < 0.001). /118 mRNA levels increased significantly in CAF relative to CTL
(p < 0.01), whereas Tnfa gene expression was significantly suppressed in CAF+P
compared to CAF (p < 0.05). Total saturated fatty acids (SFA) were significantly lower in
CAF+P [25.81 (25.62—40.64) %] compared to CAF [46.31 (45.25-62.18) %] (p < 0.01).
The medium-chain fatty acid capric acid (CE-C10:0) was significantly reduced in CAF
(4.33 £ 0.99%) compared to CTL (9.09 + 1.91%) (p < 0.001). Higher levels of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) were observed in CAF+P [55.09 (40.41-57.97) %]
compared to CAF [37.24 (29.78-37.39) %] (p < 0.05). Additionally, a-linolenic acid (CE-
C18:3-n3) increased in CAF+P [0.88 (0.73-1.90)%] compared to CAF [0.45 (0.19-
0.51)%] (p < 0.05), whereas y-linolenic acid (PL-C18:3-n6) decreased in CAF+P (0.36 +
0.17%) relative to CAF (2.39 £ 0.95%) (p < 0.01). Conclusion: Supplementation with
pitahaya (Hylocereus undatus) peel demonstrated an anti-inflammatory effect in rats fed
a cafeteria diet. These findings suggest that pitahaya peel may contribute to the
prevention of chronic inflammatory processes associated with Western-type diets,
supporting its potential use as a functional food in nutritional intervention strategies.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas décadas, la globalizacion y el crecimiento de la industria alimentaria han
transformado de manera significativa el entorno alimentario, favoreciendo un mayor
acceso y consumo de alimentos ultraprocesados caracterizados por una elevada
densidad energética y un bajo aporte de nutrientes esenciales (Marti Del Moral et al.,
2020). Este fendmeno ha impulsado la adopcidn de un patron dietético de tipo occidental,
el cual se distingue por un alto contenido de grasas saturados y acidos grasos
poliinsaturados omega-6, acompafada de una ingesta relativamente baja de acidos
grasos poliinsaturados omega-3. Como consecuencia, se ha observado un aumento
progresivo en la relacion n-6/n-3, pasando de valores cercanos a 1:1 hasta proporciones
que pueden alcanzar 20:1 o superiores, lo que se asocia con alteraciones metabdlicas e

inflamatorias (Clemente-Suarez et al., 2023; Malesza et al., 2021).

La evidencia cientifica disponible indica que el consumo sostenido de alimentos
ultraprocesados favorece la activacion de procesos proinflamatorios que, con el tiempo,
pueden inducir dafio tisular y contribuir al desarrollo de enfermedades cronicas (Christ
et al., 2019; Mohammad & Thiemermann, 2021). Este estado inflamatorio no se limita al
ambito periférico, ya que se ha demostrado que la inflamacidon metabdlica puede
impactar al sistema nervioso central, promoviendo la activacién de vias de sefalizacion
asociadas con la expresion de marcadores genéticos inflamatorios implicados en la
regulacion del neurometabolismo y del comportamiento cognitivo (Huerta-Canseco et al.,
2023).

En este contexto, la dieta desempena un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis de la microbiota intestinal y en la integridad de la barrera intestinal (Cronin
et al., 2021). Diversos estudios han sefalado que las alteraciones en la composicién y
funcionalidad de la microbiota, inducidas por patrones dietéticos occidentales, se
relacionan con un incremento en la permeabilidad intestinal y con la translocacién de
lipopolisacaridos hacia la circulacion sistémica (Harvei et al., 2024). Estos eventos

favorecen la instauracion de un estado de inflamacion sistémica que puede extenderse



al sistema nervioso central a través del eje intestino—cerebro, contribuyendo al desarrollo

de procesos de neuroinflamacion (Martinez Leo & Segura Campos, 2020).

Ante este panorama, se ha propuesto la incorporacion de alimentos y subproductos con
propiedades funcionales como una alternativa para influir en la composicion de la
microbiota intestinal y atenuar procesos inflamatorios. En particular, los ingredientes ricos
en fibra dietética han mostrado efectos prebiodticos y antiinflamatorios, al favorecer el
crecimiento de microorganismos benéficos y la produccién de metabolitos con efectos
protectores sobre la barrera intestinal y el sistema nervioso (Beukema et al., 2020;
Czarnowski et al., 2024; Sun et al., 2021). En este contexto, la cascara de pitahaya
(Hylocereus undatus), un subproducto agroindustrial caracterizado por su aporte de fibra
y compuestos bioactivos representa una alternativa de interés en este contexto. Sin
embargo, la evidencia experimental acerca de su efecto en la neuroinflamacion asociada
a dietas de tipo occidental aun es limitada, lo que resalta la necesidad de evaluaciones

en modelos experimentales controlados.



2. ANTECEDENTES

2.1 La dieta occidental como patréon de inflamacion

En las ultimas décadas, el contexto alimentario en México ha sufrido cambios
significativos asociados a procesos de urbanizacion, globalizacién y crecimiento de la
industria de alimentos ultraprocesados, lo que ha modificado los patrones de consumo
en la poblacion. Este cambio ha modificado de manera sustancial los habitos dietéticos
de la poblacion, desplazando progresivamente el patrén alimentario tradicional,
caracterizado por el consumo de alimentos frescos, de origen vegetal y minimamente
procesados hacia un modelo de sobrealimentacion dominado por productos
industrializados, altamente palatables y de bajo valor nutricional (Clemente-Suarez et al.,
2023; Velazquez-Lopez et al., 2021).

La evidencia epidemioldgica y nutricional sugiere que los patrones dietéticos actuales se
asocian con un alto consumo de azucares afnadidos, grasas saturadas, sodio y carnes
procesadas, junto con una ingesta insuficiente de alimentos como frutas, verduras,
leguminosas, cereales integrales y pescado. Este desequilibrio dietético se ha vinculado
con un incremento en la ingesta energética total y con la consolidacion de un entorno
alimentario obesogénico, considerado un factor relevante en el aumento de la
prevalencia de enfermedades metabdlicas en la poblacion mexicana (Instituto Nacional
de Salud Publica, 2022).

Este modelo alimentario corresponde a lo que se define como patrén dietético occidental,
el cual se asocia con un consumo excesivo de alimentos ultraprocesados ricos en grasas
saturadas y azucares simples, junto con una disminucién significativa de alimentos fuente
de fibra dietética y acidos grasos poliinsaturados omega-3 (PUFAn-3) (Christ et al., 2019;
Zinodcker & Lindseth, 2018). Como consecuencia, se ha documentado un incremento
sustancial en la relacién n-6/n-3, alcanzando proporciones considerablemente superiores
a las observadas en patrones dietéticos tradicionales (Monge et al., 2018). En poblacién
mexicana, este desequilibrio ha sido relacionado con alteraciones endocrino-metabdlicas
y con una mayor liberacion de adipocitocinas proinflamatorias (Hernandez-Ruiz et al.,
2018).
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En consecuencia, el consumo sostenido de dietas occidentales ricas en grasas y
azucares simples induce una expansion anormal del tejido adiposo, acompafada de
alteraciones en su funcion endocrino-metabdlica y mayor liberacién de adipocitocinas y
acidos grasos libres (FFA) (Zhou et al., 2020).

El consumo crénico de dietas occidentales induce una expansién anormal del tejido
adiposo, acompaniada de disfuncién metabdlica y endocrina. Debido a lo anterior, cuando
la capacidad de almacenamiento del adipocito se ve superada, se genera un
microambiente caracterizado por hipoxia, estrés celular y muerte adipocitaria, lo que
favorece la infiltracion de células inmunes, particularmente macrofagos con fenotipo
proinflamatorio (Zhou et al., 2020). Este proceso contribuye a la instauracion de un
estado de inflamacion sistémica crénica de bajo grado, el cual no solo afecta al tejido
adiposo, sino también a otros érganos metabdlicamente activos, como el higado, el

musculo esquelético y el sistema nervioso central (Artemniak-Wojtowicz et al., 2020).

En este contexto, la dieta occidental no solo actua como un factor de riesgo metabdlico,
sino que también desempefa un papel relevante en la modulacion de la respuesta
inflamatoria sistémica. La exposicion prolongada a este patrén dietético se ha
relacionado con la activacion continua de mecanismos propios de la inmunidad innata,
lo que favorece la liberacion de citocinas proinflamatorias y la aparicion de alteraciones
metabdlicas y neurolégicas. Estas evidencias respaldan la necesidad de profundizar en
los mecanismos mediante los cuales la dieta occidental contribuye al desarrollo de
inflamacion sistémica y sus posibles implicaciones a nivel del eje intestino—cerebro (Guo
et al., 2021a; Tang et al., 2020).

2.1.1 Efecto de la dieta occidental en la modulacion de la microbiota intestinal

En condiciones fisiolégicas, el tracto gastrointestinal humano contiene una comunidad
compleja y altamente especializada de microorganismos comensales que, en conjunto,
se denomina microbiota intestinal. Esta comunidad alcanza densidades microbianas
excepcionales y establece una red compleja de interacciones simbidticas que influyen de
manera determinante en la homeostasis y el estado de salud del huésped (Silva et al.,

2020; Wastyk et al., 2021). Asimismo, participa activamente en procesos metabdlicos
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clave, incluyendo la digestion, absorciéon de nutrientes, metabolismo energético y

regulacion de la motilidad intestinal (Figura 1) (M. Wang et al., 2023).

Uno de los principales aportes funcionales de la microbiota intestinal es la produccion de
acidos grasos de cadena corta (SCFA), principalmente acetato, propionato y butirato,
derivados de la fermentacién anaerobia de carbohidratos no digeribles presentes en la
dieta (Martin-Gallausiaux et al., 2021; Silva et al., 2020). Estos metabolitos representan
una fuente energética clave para los colonocitos y contribuyen a la preservacion de la
integridad epitelial intestinal, la sintesis de moco y la regulacion de procesos inflamatorios
locales (Silva et al., 2020; Wastyk et al., 2021). Ademas, los SCFA ejercen efectos
sistémicos al actuar como mediadores metabdlicos entre el intestino y o6rganos
periféricos, incluyendo el higado, el tejido adiposo, el musculo esquelético y el cerebro
(Dalile et al., 2019; Martinez Leo & Segura Campos, 2020).

Principales funciones:

Fove o
-Metabolismo y absorcion
J nutrientes
'.“.' L -Produccién acidos grasos

de cadena corta
-Inmunomodulacién
-Conjugacion acidos
biliares

Figura 1. Rol de la microbiota intestinal en la salud Adaptada de (Divya et al., 2023)
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La composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal son altamente sensibles a
factores ambientales, siendo la dieta uno de los determinantes mas relevantes (Kadyan
et al., 2023). Evidencia experimental y clinica ha demostrado que los cambios hacia
patrones dietéticos de tipo occidental, caracterizados por un elevado consumo de grasas
y una ingesta reducida de fibra dietética, alteran de manera significativa la diversidad y
estabilidad microbiana. En este sentido, Shi et al. (2021) reportaron que el consumo de
una dieta alta en grasas (HFD) y pobre en fibra induce disbiosis intestinal, caracterizada
por una reduccion en la diversidad microbiana y una alteracion en la proporcién de

bacterias benéficas y patégenas (Beukema et al., 2020; Shi et al., 2021).

La disbiosis inducida por la dieta occidental compromete la capacidad fermentativa de la
microbiota, lo que resulta en una disminucion en la produccién de SCFAy en un aumento
del pH luminal (Martinez Leo & Segura Campos, 2020). Estos cambios pueden
comprometer la homeostasis intestinal y favorecer la activacion de mecanismos
inmunoldgicos locales, lo que se asocia con mayor infiltracion de células inmunes y una
mayor liberacion de citocinas proinflamatorias. De esta manera, se establece un estado
de inflamacion cronica de bajo grado que puede extenderse mas alla del intestino (Makki
et al., 2018; Mohammad & Thiemermann, 2021; Wastyk et al., 2021).

De manera complementaria, estudios en modelos murinos han evidenciado que las
dietas altas en grasas (HFD) no solo inducen disbiosis, sino que también alteran la
permeabilidad de la barrera epitelial intestinal, fendmeno estrechamente vinculado con
la endotoxemia metabdlica y la translocacién de lipopolisacaridos (LPS) hacia la

circulacién sistémica (Dalby et al., 2018; Neto et al., 2023).

En el estudio de Kim et al. (2019), la administracién de una dieta alta en grasas durante
20 semanas provoco un incremento significativo en la abundancia relativa de los filos
Actinobacteria y Firmicutes, correlacionandose positivamente con el aumento de peso
corporal y la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B8, IL-6), y
negativamente con las proteinas de unién estrecha como claudina-1, responsables de

mantener la integridad de la barrera intestinal (Kim et al., 2019).
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De forma similar, Velazquez et al. (2019) demostraron que, tras seis semanas de
alimentacion con una HFD, se produjo un incremento en la abundancia relativa del filo
Firmicutes y de los géneros Adlercreutzia, Coprococcus, Dorea y Ruminococcus, junto
con una disminucién de Turicibactery Anaeroplasma, confirmando el efecto disbiotico de

este tipo de dieta sobre la composicion microbiana intestinal (Velazquez et al., 2019a).

Asimismo, la disbiosis inducida por la dieta occidental se asocia con una reduccién
significativa de bacterias productoras de SCFA, particularmente de los géneros
Faecalibacterium, Roseburia y Eubacterium, principales productores de butirato,

metabolito esencial para la salud intestinal (Jena et al., 2018).

En concordancia, Malesza et al. (2021) concluyeron que las dietas occidentales inducen
disbiosis intestinal, disminuyen la produccién de metabolitos microbianos benéficos y
provocan dafo en la barrera epitelial intestinal, asociado con una reduccion de
Bifidobacterium spp. (filo Actinobacteria), cuya disminucion se correlaciona
negativamente con la funcion de la barrera intestinal y la integridad epitelial (Malesza
et al., 2021)

Por su parte, Brandsma et al. (2019) observaron que la exposicidén a una dieta alta en
grasas durante 13 semanas disminuyo de forma significativa la abundancia de bacterias
pertenecientes a las familias Christensenellaceae, Clostridium y Odoribacter, todas ellas
productoras de SCFA con efectos antiinflamatorios. La pérdida de estas bacterias se
asocié con una menor capacidad para suprimir la activacion del factor nuclear kB (NF-
KB) en células inmunes, y por ende, con una mayor produccién de citocinas

proinflamatorias como IFN-y, IL-1B3 e IL-10 (Brandsma et al., 2019)

En paralelo, estos cambios en la microbiota intestinal desencadenan la producciéon e
infiltracion excesiva de LPS, componentes estructurales de la membrana de bacterias
gran-negativas y productores de endotoxinas ligadas con la inflamacién que favorecen
al dafo celular del epitelio que recubre la mucosa intestinal (Mohammad & Thiemermann,
2021). Ademas, son responsables de la activacion de diversas células del sistema
inmunolégico incluidos los macréfagos, neutréfilos y células dendriticas (Figura 2) (Jena
et al., 2018).
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Figura 2. Interaccion entre la dieta occidental, la microbiota intestinal y la activacion de
procesos inmunoldgicos asociados con inflamacion sistémica. SCFA: Acidos grasos de
cadena corta. Adaptada de (Martinez Leo & Segura Campos, 2020; Shi et al., 2021).

2.1.1.1 Lipopolisacaridos

Los lipopolisacaridos (LPS) son componentes estructurales de la membrana externa de
bacterias gramnegativas que, ademas de su funcién estructural, participan en la
activacién de respuestas inmunoldgicas asociadas a procesos inflamatorios. Estas
moléculas pueden liberarse al entorno extracelular a través de diferentes mecanismos,
incluyendo la formacion de vesiculas bacterianas, lo que les permite interactuar con el
sistema inmunoldgico del huésped y ejercer efectos inmunoestimulantes caracteristicos
(Brown & Heneka, 2024). Desde el punto de vista funcional, los LPS son considerados
endotoxinas debido a su capacidad para inducir respuestas inflamatorias mediadas

principalmente por su fraccion lipidica (Mohammad & Thiemermann, 2021).

Desde una perspectiva estructural, los LPS estan constituidos por tres regiones
principales: el lipido A, el nucleo oligosacaridico y la cadena O-polisacarida. El lipido A
corresponde a la fraccion responsable de su actividad endotdxica y permanece asociado
a la membrana bacteriana mediante una regién hidrofébica formada por acidos grasos,
caracteristica clave en la activacion de respuestas inflamatorias. El nucleo esta

compuesto por una serie de oligosacaridos que incluyen azucares poco comunes,
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mientras que la cadena O-polisacarida presenta una longitud y composicion variables, lo
que contribuye a la diversidad antigénica de las bacterias gramnegativas. (Figura 3) (M.
Wang et al., 2023).

El LPS cumple funciones esenciales para la bacteria, actuando como una barrera de
permeabilidad que limita el ingreso de sustancias hidrofébicas, como antibioticos y sales
biliares, y contribuyendo a la estabilidad estructural de la membrana externa. No
obstante, cuando los LPS alcanzan la circulacion sistémica del huésped, se convierten
en potentes activadores de la respuesta inmunitaria innata (Ciesielska et al., 2021). En
condiciones fisiolégicas, la principal fuente de endotoxinas proviene de bacterias
gramnegativas comensales del intestino; sin embargo, alteraciones en la microbiota
intestinal o en la integridad de la barrera epitelial pueden favorecer su translocacion hacia

el torrente sanguineo (Harvei et al., 2024; M. Wang et al., 2023)

-

>~ Cadena O-polisacarido

Membrana externa

~ Nucleo externo

>
(D)

. Ndcleo interno
Bacteria

gram-negativa

Lipido A

Figura 3. Estructura del lipopolisacarido compuesta por el lipido A, el nucleo y la cadena
de O-polisacaridos. El nucleo interno contiene azucares como L-glicerol-D-manoheptosa
(Hep) y acido 3-desoxi-D-mano-octulosonico (Kdo). El nucleo externo contiene hexosas
(Hex). P: Fosfato; GIcN: Glucosaminas. Adaptada de (Mohammad & Thiemermann,
2021).
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Diversos estudios han demostrado que los LPS se unen al receptor TLR-4 y a su
correceptor MD-2 en la superficie de células inmunes, favoreciendo la activacién del
factor nuclear kB (NF-kB), un regulador clave de la respuesta inflamatoria. Este proceso
promueve la expresion de genes proinflamatorios y la liberacién de citocinas como
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1B (IL-1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
consolidando el papel de los LPS como mediadores centrales de la inflamacion sistémica
(Mohammad & Thiemermann, 2021; Pfalzgraff et al., 2019; Zamyatina & Heine, 2020)

En conjunto, la evidencia disponible respalda que la presencia sostenida de LPS en la
circulacién, fenémeno conocido como endotoxemia metabdlica, constituye un
mecanismo clave en la génesis y mantenimiento de la inflamacién cronica de bajo grado
asociada al consumo de dietas occidentales. Este proceso representa un vinculo
fisiopatolégico entre la disbiosis intestinal, la disfuncién de la barrera intestinal y la

activacion de respuestas inflamatorias sistémicas (Harvei et al., 2024).

2.1.1.2 Receptores tipo Toll (TLR)

Los receptores tipo Toll (TLR) forman parte de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) y desempenan un papel central en la inmunidad innata y la respuesta
inflamatoria. Estas proteinas transmembrana permiten reconocer tanto patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) como sefiales enddgenas liberadas
durante el dafo celular (DAMPs), procesos estrechamente relacionados con la activaciéon
inflamatoria sistémica. Los TLR se expresan principalmente en células del sistema
inmunolégico, como macréfagos, monocitos y células dendriticas, aunque también
pueden encontrarse en células no inmunitarias, lo que amplia su papel en la regulacion

de la respuesta inflamatoria (Serna-Rodriguez et al., 2022).

La activacién de los diferentes subtipos de TLR tras el reconocimiento de ligandos
especificos induce cascadas de senalizacion intracelular que culminan en la activacion
de factores de transcripcion como NF-kB y reguladores de la respuesta interferénica,
procesos estrechamente vinculados con la respuesta inflamatoria. La activacion de estas

vias conduce a la expresion de genes proinflamatorios, la produccién de citocinas y la
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amplificacion de la respuesta inmunitaria innata, contribuyendo al control inicial de

infecciones y al mantenimiento de la homeostasis tisular (Ciesielska et al., 2021).

Dentro de esta familia, el receptor tipo Toll 4 (TLR4) destaca por su papel en el
reconocimiento de lipopolisacaridos (LPS) provenientes de bacterias gramnegativas. Su
activacion implica la participacidn de proteinas accesorias, entre ellas la proteina de
union a lipopolisacaridos (LBP) y el correceptor MD-2, las cuales favorecen la interaccion
del LPS con el receptor y facilitan la activacion de vias de sefializacién proinflamatoria.
Una vez activado, TLR4 desencadena una cascada de sefalizacion que culmina en la
activacion de NF-kB y en la liberacion de citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6 (Mohammad
& Thiemermann, 2021).

Si bien la activacién de TLR4 constituye un mecanismo esencial de defensa frente a
infecciones bacterianas, su estimulacion excesiva o sostenida puede resultar perjudicial
para el huésped. En este sentido, la exposicidn cronica a niveles elevados de LPS, como
ocurre en la endotoxemia metabdlica asociada a dietas occidentales, promueve una
activacion persistente de TLR4, favoreciendo el desarrollo de inflamacion sistémica de

bajo grado y alteraciones metabdlicas (Lancaster et al., 2018).

Diversos estudios (tabla 1) han demostrado que la pérdida de integridad de la barrera
intestinal aumenta los niveles plasmaticos de endotoxinas, condicion conocida como
endotoxemia metabdlica (Mohammad & Thiemermann, 2021). En este sentido, Gabarin
et al. (2021) evaluaron los mecanismos mediante los cuales una HFD puede inducir
traslocacién de LPS, concluyendo que este patron dietético incrementa la permeabilidad
intestinal y modifica la composicion microbiana, lo que conlleva a una mayor produccion
y paso de LPS hacia la circulacion sistémica, exacerbando la inflamacion metabdlica
(Gabarin et al., 2021).

En conjunto, la activacion de los TLR, especialmente TLR4, se considera un mecanismo
central en la interaccion entre la microbiota intestinal, los patrones dietéticos y la
respuesta inmunolégica. La disfuncion de esta via de sefializacién se ha vinculado con

la inflamacion cronica asociada a dietas occidentales, estableciendo un nexo
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fisiopatoldgico entre la disbiosis intestinal, la endotoxemia metabdlica y el desarrollo de

enfermedades inflamatorias y metabdlicas (Ciesielska et al., 2021).

Tabla 1. Efecto del patron dietético en modelo animal sobre la modulacion de la
microbiota intestinal

Intervencion Modelo Resultados Referencia

1 Ratio Firmicutes/

Ratones Bacteroidetes )
HFD _ (Velazquez
macho tRuminococcus, Dorea
60 semanas o et al., 2019b)
n =53 | Turicibacter, Anaeroplasma,

Bifidobacterium

Ratones lLactobacillus, Roseburia
HSHF _ (Guo et al.,
macho 1 Bacteroidales,
12 semanas 2021a)
n=24 Anaerotruncus,

Ruminococcaceae

HCD Ratones TLPS (Zou et al.,
macho |Akkermansia muciniphila 2023)
6 semanas
n=18
Ratas Wistar TLPS (Neto et al.,
CAF
macho IAGCC 2023)
20 semanas 12
n=

HFD: Dieta alta en grasas; HSHF: Dieta alta en azucares y grasas; HCD: Dieta alta en
colesterol; CAF: Dieta cafeteria; LPS: Lipopolisacaridos; SCFA: Acidos grasos de cadena

corta.
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2.1.2 Efecto de la dieta occidental en marcadores de inflamacion sistémica

La exposicion prolongada a dietas de tipo occidental, caracterizadas por alto consumo
de alimentos ultraprocesados, grasas saturadas y azucares simples, se ha vinculado con
alteraciones metabdlicas relevantes y con el desarrollo de inflamacion sistémica de bajo
grado, fendbmeno estrechamente relacionado con cambios en la microbiota intestinal.
Este proceso inflamatorio se desarrolla como consecuencia de la activacion persistente
del sistema inmunitario innato frente a un exceso sostenido de energia y nutrientes
(Clemente-Suarez et al., 2023).

Uno de los principales tejidos afectados por este patron dietético es el tejido adiposo, el
cual actua no solo como un 6rgano de almacenamiento energético, sino también como
un érgano endocrino e inmunoloégicamente activo. En condiciones de exceso energético
prolongado, los adipocitos experimentan hipertrofia e hiperplasia; sin embargo, cuando
su capacidad de expansion se ve superada, se generan condiciones de hipoxia local,
estrés celular y muerte adipocitaria. Estos eventos favorecen la infiltracion de células
inmunes, particularmente macrofagos, que adoptan un fenotipo proinflamatorio (M1) y
contribuyen a la amplificacion de la respuesta inflamatoria (Artemniak-Wojtowicz et al.,
2020).

La infiltracién de macrofagos con perfil proinflamatorio en el tejido adiposo favorece un
aumento en la produccion y liberacion de citocinas como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), la interleucina-6 (IL-6) y la interleucina-1B (IL-1B), mediadores clave en la
inflamacion sistémica. Estas citocinas no solo actuan a nivel local, sino que también
alcanzan la circulacion sistémica, interfiriendo con la sefalizacion de la insulina,
alterando el metabolismo lipidico y promoviendo disfunciones metabdlicas en 6rganos

periféricos como el higado y el musculo esquelético (Velasquez, 2018).

Desde el punto de vista bioquimico, los lipidos dietéticos participan de manera importante
en la regulacién de la respuesta inflamatoria. Los acidos grasos pueden clasificarse
segun su grado de saturacion y la longitud de la cadena carbonada, caracteristicas que
influyen en sus propiedades metabdlicas y en su efecto sobre la homeostasis

inmunometabdlica. En esta clasificacion se distinguen los acidos grasos saturados (SFA),
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carentes de dobles enlaces, como los acidos caprilico, laurico, miristico, palmitico y
estearico, los acidos grasos monoinsaturados (MUFA), con un solo doble enlace, entre
ellos el oleico, palmitoleico, vaccénico y erucico, y los poliinsaturados (PUFA), con
multiples dobles enlaces, como el linoleico, eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA), cada grupo con funciones metabdlicas diferenciadas

(Berriozabalgoitia et al., 2022).

De acuerdo con la longitud de la cadena carbonada, los acidos grasos se clasifican en
cadena corta (2—6 C), media (8—14 C), larga (15-24 C) y muy larga (>24 C) (Mohammadi
& Rudkowska, 2025). Su principal fuente dietética son los triglicéridos, los cuales se
almacenan en el tejido adiposo en condiciones de exceso energético. Sin embargo, se
ha demostrado que la composicion lipidica del tejido adiposo no refleja de manera exacta
la ingesta dietética, dado que el organismo sintetiza de forma enddgena ciertos acidos
grasos, principalmente SFA y MUFA, mientras que los PUFA deben obtenerse

obligatoriamente de la dieta (Berriozabalgoitia et al., 2022; Zhou et al., 2020).

Los fosfolipidos (PL) constituyen la principal fraccion lipidica de las membranas celulares
y de ciertas lipoproteinas de menor tamano. Se sintetizan principalmente en el reticulo
endoplasmico, especialmente en hepatocitos, y suelen presentar un &cido graso
saturado o monoinsaturado en sn-1 y un poliinsaturado en sn-2, configuracion relevante
para sus funciones metabdlicas e inflamatorias. Esta composicién dual confiere
propiedades biofisicas y funcionales especificas a las membranas celulares. Los PL
estan sujetos a un recambio dinamico de sintesis y degradacion, lo que permite ajustar
su composicién segun las necesidades metabdlicas. Posteriormente, se integran con
proteinas y otros lipidos para formar lipoproteinas, que son exportadas al torrente
sanguineo y participan activamente en el transporte y metabolismo lipidico sistémico
(Chang et al., 2022).

El colesterol se presenta en el organismo en dos formas: libre o esterificado con un acido
graso, formando los ésteres de colesterol (CE). En el plasma, aproximadamente dos
tercios del colesterol total se encuentran esterificados. La sintesis intracelular de CE es

catalizada por la acil-CoA-colesterol aciltransferasa (ACAT), enzima con alta afinidad por
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el acido graso oleico (18:1 n-9). Durante la absorcion intestinal, la mayor parte del
colesterol es esterificada en los enterocitos mediante la accién de ACAT o colesteril
esterasa, permitiendo su incorporacion a quilomicrones y VLDL para su transporte
sistémico (Zhou et al., 2020). De manera adicional, la formacion extracelular de CE en
plasma ocurre mediante la enzima lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), que
transfiere un acido graso desde la fosfatidilcolina (PC) de las HDL hacia el colesterol
libre, mecanismo esencial en la maduracion de HDL y el transporte reverso de colesterol
(Mohammadi & Rudkowska, 2025).

Por ello, el perfil de acidos grasos presente en fosfolipidos y ésteres de colesterol refleja
la interaccion entre la ingesta dietética, asi como la actividad de procesos metabdlicos
enddgenos, como lipogénesis de novo, desaturacion, elongacion, retroconversion y
oxidacion, los cuales pueden influir en el estado metabdlico e infalamatorio. En el suero,
los acidos grasos provienen de dos fuentes principales: los acidos grasos libres (FFA) y
las lipoproteinas circulantes, que contienen lipidos complejos como triglicéridos, CE y
PL, esenciales para el transporte y metabolismo lipidico (Divya et al., 2023). Se ha
demostrado que el exceso de SFA incrementa su liberacion al torrente sanguineo, lo que
estimula la expresion de genes inflamatorios en tejido adiposo, reduce la sensibilidad a
la insulina y aumenta la acumulacién de triglicéridos hepaticos (Huerta-Canseco et al.,
2023).

Por otra parte, los acidos grasos saturados (SFA) alteran la homeostasis
inmunometabdlica mediante su metabolismo intracelular y su interaccion con receptores
de reconocimiento especificos. Diversos estudios han sefialado que concentraciones
elevadas de SFA pueden inducir efectos citotoxicos, promoviendo una mayor generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y favoreciendo la aparicion de estrés oxidativo
en el reticulo endoplasmico (RE). Estas alteraciones son detectadas por macréfagos a
través de vias de sefializacion dependientes de sensores de dafio, o que desencadena

la activacion de respuestas inflamatorias (Charles-Messance et al., 2020).

Entre los mecanismos descritos, se ha identificado que los SFA activan la via de

sefalizacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4) en adipocitos y macréfagos, lo que induce

22



una potente respuesta inflamatoria caracterizada por la liberacion de mediadores
proinflamatorios como proteina C reactiva (PCR), IL-1B, IL-6 y TNF-a (Figura 4)
(Clemente-Suarez et al., 2023; Zhou et al., 2020).
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Figura 4. Influencia de la dieta occidental sobre el desarrollo de inflamacién sistémica.
LPS: Lipopolisacaridos; ROS: Especies reactivas de oxigeno; IL-1B: Interleucina-1p.
Adaptada de (Charles-Messance et al., 2020).

Asimismo, las células inmunes innatas, en especial monocitos y macréfagos, participan
activamente en la activacién y persistencia de la inflamacién sistémica crénica. Estas
células expresan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) capaces de detectar
sefales de peligro metabdlico, infeccioso o tisular, desencadenando respuestas inmunes

adaptativas (Serna-Rodriguez et al., 2022).

Se reconocen diversas familias de PRRs, entre ellas los receptores tipo Toll (TLR), que
reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs), y los receptores tipo
NOD (NLR), que detectan patrones asociados a dafio (DAMPs), senales de estrés

metabdlico y metabolitos derivados de la dieta (Harberts et al., 2022). En conjunto, estas
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vias de reconocimiento coordinen la respuesta inflamatoria e inmunometabdlica,
contribuyendo a la activacion del inflamasoma, complejo multiproteico clave en la
maduracion y liberacion de citocinas proinflamatorias (Kelley etal., 2019). El
inflamasoma NLRP3 constituye un elemento esencial en la defensa inmunitaria del
huésped frente a infecciones bacterianas; no obstante, su activaciéon desregulada se ha
vinculado con la patogénesis de multiples enfermedades inflamatorias y metabdlicas
cronicas (Kelley et al., 2019; Seufert & Napier, 2023).

En este contexto, la interleucina-1B (IL-1B) se reconoce como uno de los mediadores
centrales de la inflamacion sistémica, cuya produccion depende de la activacién del
inflamasoma NLRP3. Este proceso esta finamente regulado por la deteccion de sefiales
de peligro metabdlico y dietario, que desencadenan cascadas de sefializacion
intracelular culminando en la liberacion de citocinas proinflamatorias (Kirwan et al.,
2017).
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Figura 5. Papel de los acidos grasos saturados (SFA) en la activacion del inflamasoma
NLRP3 y su implicacion en la secrecion de |IL-1 asociada a inflamacion metabdlica. LPS:
Lipopolisacaridos; SFA: Acidos grasos saturados; NF-kB: Factor nuclear kappa de las

células B activadas. Adaptada de (Charles-Messance et al., 2020).
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En este sentido, estudios recientes demuestran que los acidos grasos saturados
palmitato, laurato y estearato pueden activar la via del inflamasoma NLRP3 y promover
la secrecion de IL-1B en células dendriticas, macréfagos y adipocitos (Calder, 2020). En
particular, el palmitato induce estas respuestas mediante la activacion coordinada de la
via TLR4 y del eje AMPK-ROS, favoreciendo la produccion de mediadores
proinflamatorios (Figura 5) (Zhou et al., 2020).

Asimismo, se ha demostrado que los SFA (laurico, palmitico y estearico), a diferencia de
los acidos grasos insaturados (MUFA y PUFA), inducen la activaciéon del factor NF-kB y
la expresion de COX-2, junto con otros genes inflamatorios en macrofagos. Estos efectos
se inhiben en células con sefalizacibn TLR4 suprimida o dominante negativa,
confirmando la dependencia de esta via en la respuesta inflamatoria inducida por SFA
(Neto et al., 2023).

Pfalzgraff y colaboradores (2019) demostraron en un modelo murino que niveles
elevados de lipopolisacaridos (LPS) circulantes facilitan su interaccion con los receptores
tipo Toll (TLR), lo que desencadena la activacion del inflamasoma NLRP3 y la
consecuente liberacion de citocinas proinflamatorias, estableciendo un vinculo directo

entre endotoxemia metabdlica e inflamacién sistémica (Pfalzgraff et al., 2019).

En este contexto, la via de senalizacion mediada por TLR4 se reconoce como un
componente central en el desarrollo de la inflamacion sistémica, dado que los SFA
pueden potenciar su activacion en tejido adiposo, hepatico y en macréfagos,
favoreciendo la activacion del inflamasoma NLRP3.Ademas, se ha observado que, bajo
condiciones de hiperglucemia, la interaccién sinérgica entre TLR4 y los SFA exacerba la
transcripcion de genes proinflamatorios, mediada por la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion del factor NF-kB (Charles-Messance et al.,
2020). De igual manera, Lancaster et al. (2018) demostraron que la reprogramacion
metabdlica de macréfagos inducida por LPS actua en sinergia con la activacion de la
proteina quinasa c-Jun N-terminal (JNK) promovida por los SFA, lo que potencia la
secrecion de citocinas inflamatorias y refuerza el estado proinflamatorio sistémico
(Lancaster et al., 2018).
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Por su parte, Tanaka et al. (2020) concluyeron que una dieta rica en grasas saturadas
incrementa la formacion de quilomicrones a nivel intestinal, los cuales, al pasar al torrente
sanguineo, liberan acidos grasos libres (FFA) que son captados por el higado. Una vez
en el hepatocito, estos FFA son destinados a la B-oxidacion mitocondrial o a su
esterificacion, contribuyendo al acumulo lipidico hepatico y a la alteracion del

metabolismo energético (Tanaka et al., 2020).

2.2 Papel del eje intestino-cerebro en la neuroinflamacién

En los ultimos afos, diversos estudios han fortalecido la evidencia que relaciona cambios
en la composicién y funcionalidad de la microbiota intestinal con la aparicién de multiples
alteraciones fisiopatoldégicas en el organismo. Paralelamente, el avance en el
conocimiento del sistema nervioso entérico (SNE) ha permitido ampliar la comprensién
de los mecanismos de comunicacion bidireccional que conectan al tracto gastrointestinal
con el sistema nervioso central (SNC), proceso conocido como eje intestino—cerebro
(Chmielarz et al., 2024).

El SNE esta conformado por una extensa red neuronal distribuida a lo largo de la mucosa
y submucosa intestinal, cuya actividad regula funciones esenciales como la motilidad
gastrointestinal, la secrecién y la percepcion sensorial, contribuyendo al mantenimiento
de la homeostasis digestiva (Carloni & Rescigno, 2023). En este contexto, el eje
intestino—cerebro puede describirse como un sistema de sefializacion complejo e
integrado, en el que convergen rutas neuronales, endocrinas, inmunoldgicas y
metabdlicas que permiten la interaccion continua entre el SNC y el intestino (Jena et al.,
2018; Tang et al., 2020).

Dentro de este sistema, el nervio vago desempefia un papel central como principal via
aferente y eferente del sistema nervioso parasimpatico, facilitando la transmision
bidireccional de sefiales entre la microbiota intestinal y el cerebro. A través de esta via,
el intestino puede influir en procesos neurobioldgicos centrales, mientras que el SNC
modula funciones intestinales en respuesta a estimulos fisiolégicos o patolégicos (Abdel-
Haq et al., 2019; Chmielarz et al., 2024; Silva et al., 2020).
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La neuroinflamacion se define como un proceso patoldgico caracterizado por la
activacion y alteracion funcional de células gliales, particularmente microglia y astrocitos,
lo que conduce a un desequilibrio en la homeostasis del SNC y a la instauracion de
respuestas inflamatorias locales (Candelario-Jalil et al., 2022). En este sentido, multiples
investigaciones han demostrado que la microbiota intestinal ejerce una influencia
moduladora sobre los sistemas nervioso, inmunolégico y endocrino, desempefiando un
papel relevante en la fisiopatologia de diversas enfermedades neurodegenerativas (Dash
et al., 2022; Martinez Leo & Segura Campos, 2020; Tang et al., 2020).

La disbiosis intestinal, entendida como una alteracion en la diversidad y funcion de la
microbiota, se asocia con una menor produccion de SCFA y con un aumento de la
permeabilidad intestinal, condiciones que comprometen la integridad de la barrera
epitelial (Martin-Gallausiaux et al., 2021; J. Wang et al., 2023). Este incremento en la
permeabilidad facilita el paso de metabolitos bacterianos y endotoxinas, como los
lipopolisacaridos (LPS), desde la luz intestinal hacia la circulacion sistémica,
desencadenando un estado de endotoxemia e inflamacion de bajo grado (Rutsch et al.,
2020; Silva et al., 2020).

La exposicion sistémica a LPS afecta de manera directa a la BHE, la cual resulta
particularmente susceptible a estos estimulos inflamatorios. El deterioro de su integridad
estructural favorece el ingreso de mediadores proinflamatorios al SNC, promoviendo la
activacién microglial y la amplificacion de la respuesta inflamatoria cerebral (Carloni &
Rescigno, 2023). Como consecuencia, se incrementa la expresion y liberacion de
citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a, IL-1B3 e IL-6, especialmente en regiones
cerebrales vulnerables como el hipocampo, lo que contribuye a la disfuncion neuronal y

al deterioro cognitivo (Kadry et al., 2020; Tang et al., 2020).

De manera concordante, se ha descrito que la neuroinflamacion inducida por LPS se
sustenta principalmente en la liberacion sistémica de citocinas proinflamatorias,
incluyendo TNF-q, IL-1B, IL-6 e IFN-y, las cuales interactuan con receptores especificos
en el SNC y en las células microgliales, perpetuando el estado inflamatorio (Neto et al.,

2023; Vizuete et al., 2022). Tanto estas citocinas como los LPS circulantes activan los
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TLR expresados en células gliales, promoviendo la polarizacién de la microglia hacia un

fenotipo proinflamatorio M1 (Figura 6) (Carloni & Rescigno, 2023).
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Figura 6. Conexién bidireccional intestino-cerebro. TNF-a: Factor de necrosis tumoral
alfa; IL-6: Interleucina-6; IL-1B: Interleucina-1B; IFN-y: Interferon gamma; TLR-4:

Receptor tipo Toll-4. Adaptada de (Clemente-Suarez et al., 2023; Shi et al., 2021).

En conjunto, la disbiosis intestinal, caracterizada por un incremento de bacterias
productoras de LPS y una disminucién de microorganismos generadores de SCFA, se
ha relacionado con el deterioro de la integridad de la barrera intestinal y con la activacion
de procesos inflamatorios sistémicos. A través del eje intestino—cerebro, estas
alteraciones favorecen el desarrollo de neuroinflamacion, disfuncion sinaptica y deterioro
cognitivo progresivo, estableciendo un vinculo fisiopatolégico relevante entre la

microbiota intestinal y las enfermedades neurodegenerativas (Ferreira et al., 2018; Shi

et al., 2021).
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2.2.1 Efecto de la dieta occidental sobre la neuroinflamacion

Diversos estudios han sefialado que el consumo prolongado de dietas de tipo occidental
se relaciona con la aparicion de procesos neuroinflamatorios, especialmente en regiones
cerebrales involucradas en la regulacion metabdlica. En este sentido, Kadry et al. (2020)
demostraron que la ingesta elevada de SFA, caracteristica de este patron dietético,
induce neuroinflamacion localizada en el hipotalamo. Este efecto se atribuye, en gran
medida, a la capacidad de los SFA para comprometer la integridad de la BHE, cuya
funcion fisiologica consiste en regular de manera selectiva el intercambio de nutrientes y

sefiales periféricas hacia el sistema nervioso central (Kadry et al., 2020).

La alteracion de la BHE puede aumentar su permeabilidad, facilitando la entrada de
mediadores proinflamatorios como LPS y de células inmunes periféricas al parénquima
cerebral, fendmeno vinculado con procesos de neuroinflamacién asociados al eje
intestino-cerebro. Este fendmeno contribuye a la infiltracion celular y a la amplificacion
de la respuesta inflamatoria dentro del SNC, exacerbando el dafio neuroinflamatorio
(Vizuete et al., 2022).

De manera concordante, multiples estudios han sefalado que la inflamacion sistémica
promovida por la dieta occidental puede repercutir negativamente en la funcién cerebral
a través de la activacion de la microglia. Esta activacion se acompafa de un incremento
en la produccion de citocinas proinflamatorias, entre ellas TNF-a, IL-1p3, IL-6 e IFN-y, asi
como de la liberacién de mediadores secundarios que facilitan la migracién de células
inmunes periféricas hacia el tejido cerebral (Chmielarz et al., 2024; Serna-Rodriguez
et al., 2022; M. Wang et al., 2023).

En contraste, los SCFA, metabolitos derivados de la fermentacién microbiana, han
demostrado poseer propiedades neuroprotectoras. Estos compuestos participan en la
modulacién de receptores neuronales y neurotransmisores, ejerciendo un efecto
inhibidor sobre la respuesta neuroinflamatoria y contribuyendo al mantenimiento de la
integridad estructural y funcional de la BHE (Guo et al., 2021). En consecuencia, una
disminucién en la produccion de SCFA, como ocurre en contextos de disbiosis intestinal,

puede constituir un factor de riesgo para el desarrollo de trastornos neurodegenerativos;
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mientras que su adecuada disponibilidad en condiciones de homeostasis intestinal
favorece la proteccion frente a procesos inflamatorios a nivel cerebral (Jena et al., 2018;
Sun et al., 2021).

Adicionalmente, se ha descrito que los SFA actuan como potentes moduladores de la
sefalizacion inflamatoria. Maldonado-Ruiz et al. (2017) reportaron que estos lipidos
pueden interactuar con los receptores tipo Toll 1 y 4 (TLR1/TLR4), promoviendo la
activacién del factor de transcripcion NF-kB, lo que conduce a un aumento en la
expresion de genes proinflamatorios (Maldonado-Ruiz etal., 2017). Este estado
inflamatorio inducido por SFA no se limita al ambito periférico, sino que puede extenderse
al SNC, favoreciendo el establecimiento de neuroinflamacion y disfuncion neuronal
(Candelario-Jalil et al., 2022).

Las células gliales, particularmente la microglia, presentan una notable plasticidad
funcional, modulando su fenotipo y perfil secretor en funcidén del estimulo recibido. El
fenotipo M1 se asocia con una respuesta proinflamatoria, caracterizada por la liberacion
de citocinas como TNF-qa, IL-1[3, IL-6 e IL-12, mientras que el fenotipo M2 desempefia
funciones antiinflamatorias y de reparacion tisular, destacando la secrecion de IL-10 y

TGF-B, entre otros mediadores (Bowyer et al., 2020; Giovannoni & Quintana, 2020).

En este contexto, las células gliales no solo cumplen funciones estructurales y de soporte
metabodlico para las neuronas, sino que también actuan como sensores altamente
sensibles a senales periféricas. La presencia aumentada de SFA en el hipotalamo,
consecuencia del deterioro de la BHE, estimula la activacién microglial y la liberacion de
citocinas proinflamatorias (Abdel-Haq et al., 2019; L. Liu et al., 2020). La exposicion
prolongada a este entorno inflamatorio puede comprometer la integridad de la red
neuronal, promoviendo neuroinflamacién cronica, alteraciones sinapticas y, en etapas

avanzadas, apoptosis neuronal (Mendes et al., 2021).

2.3 Uso de prebidticos y su efecto antiinflamatorio en cerebro a través de la
modulacién de la microbiota intestinal

La composicion y actividad metabdlica de la microbiota intestinal se encuentran

fuertemente influenciadas por la dieta, particularmente por la ingesta de compuestos
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capaces de modular selectivamente el crecimiento microbiano. En este contexto, los
probidticos han sido objeto de numerosas investigaciones debido a su capacidad de
resistir las condiciones del tracto gastrointestinal y ejercer efectos metabdlicos benéficos
una vez que alcanzan el colon. De manera complementaria, los prebidticos,
principalmente derivados de la fibra dietética, desempefian un papel clave al estimular
de forma selectiva la proliferacion y actividad de bacterias intestinales beneficiosas
(Makki et al., 2018).

El término prebidticos hace referencia a componentes alimentarios no digeribles que
resisten la hidrdlisis enzimatica en el tracto gastrointestinal superior y llegan intactos al
colon, donde son fermentados por la microbiota residente. Este proceso favorece el
aumento de la diversidad bacteriana y la producciéon de metabolitos con efectos
fisiolégicos positivos, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis intestinal y

sistémica (Hijova et al., 2019).

Diversos estudios han documentado que los patrones dietéticos caracteristicos de la
dieta occidental, ricos en grasas saturadas y azucares simples, alteran negativamente la
composicién de la microbiota intestinal y comprometen la integridad de la barrera
intestinal, promoviendo un estado de disbiosis (Jena et al., 2018; Malesza et al., 2021;
Zinocker & Lindseth, 2018). En contraste, la ingesta de carbohidratos fermentables
presentes en la fibra dietética se asocia con mejoras significativas en la composicion,
diversidad y funcion metabdlica de la microbiota, incrementando la abundancia de

géneros bacterianos con propiedades benéficas (Cronin et al., 2021; Makki et al., 2018).

La actividad fermentativa de la microbiota intestinal sobre la fibra soluble en el colon
favorece la generacion de SCFA, principalmente acetato, propionato y butirato. Estos
metabolitos desempefian funciones esenciales en el fortalecimiento de la barrera
intestinal, la regulacion de la respuesta inmunitaria y la atenuacion de procesos
inflamatorios tanto a nivel local como sistémico (Beukema et al., 2020; Czarnowski et al.,
2024; Matt et al., 2018; Wastyk et al., 2021). Adicionalmente, se ha demostrado que los
SCFA participan activamente en la regulacion del eje intestino—cerebro, ejerciendo un
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papel fundamental en la maduracion, activacion y homeostasis de la microglia cerebral
(Dalile et al., 2019; Martin-Gallausiaux et al., 2021).

De forma especifica, estudios experimentales han evidenciado que el aumento en la
produccion de acetato derivado del consumo de fibra soluble reduce la activacion
microglial inducida por LPS y disminuye la expresion de citocinas proinflamatorias como
IL-1B8 en modelos murinos, confirmando un efecto neuroprotector mediado por la

microbiota intestinal (Matt et al., 2018).

En la tabla 2 se exponen estudios experimentales realizados en modelos animales que
evaluaron la suplementacion con compuestos dietéticos ricos en fibra, destacando sus

efectos sobre la composicidén de la microbiota intestinal y la expresion génica cerebral.

En conjunto, los resultados evidencian una reduccidn consistente de marcadores
proinflamatorios en regiones cerebrales como el hipocampo, asi como un incremento en
la produccion de SCFA, lo que respalda el potencial antiinflamatorio y neuroprotector de

la fibra dietética.

Tabla 2. Impacto de la fibra dietética en marcadores antiinflamatorios en modelo animal

Intervencioén Modelo Resultados Referencia
Hipocampo:
Dieta alta en fibra Ratones | TNFa, IL-6, INFy,  (Church et al.,
(pectina) n =47 IL-1B 2023)
4 semanas + SCFA
Hipocampo:
Dieta con almidon Ratones + TNFa, 16, 1L-18 (Kadyan et al.,
resistente =32 T SCFA 2023)
20 semanas | Akkermansia
1 Bacteroidetes
Dieta con B- Hipocampo:
glucano Ratone_s macho | TNFa, IL-6, IL-1 (Shi et al., 2021)
15 semanas n=4s | LPS
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1 Bacteroidetes

_ _ Hipocampo:
Dieta alta en fibra
Ratones macho | TNFa, IL-6, IL-1
soluble (Matt et al., 2018)
n =32 1 SCFA
4 semanas
| LBP

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; IL-6: Interleucina-6; IL-1p3: Interleucina-13; SCFA:
Acidos grasos de cadena corta; LPS: Lipopolisacaridos; LBP: Proteina de unién a

lipopolisacaridos.

En este contexto, la pitahaya (Hylocereus spp.), conocida comunmente como fruta del
dragon, es una especie exotica de la familia Cactaceae, originaria de bosques tropicales
de México y de regiones de América Central y del Sur (Saenjum et al., 2021). Entre las
variedades cultivadas comercialmente mas representativas del género Hylocereus, que
agrupa cerca de 16 especies, destacan tres: H. undatus (cascara rosada y pulpa blanca),
H. polyrhizus (cascara y pulpa rojas) y H. megalanthus (cascara amarilla y pulpa blanca)
(Figura 7) (Joshi & Prabhakar, 2020; Verona-Ruiz et al., 2020).
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Figura 7. Fruto Hylocereus undatus

Actualmente, el creciente interés cientifico y comercial por la pitahaya se debe a sus
propiedades fisicoquimicas y nutricionales, por lo que es reconocida como un alimento
funcional con alto contenido de compuestos bioactivos, ademas de poseer
caracteristicas organolépticas distintivas y valor agregado (Verona-Ruiz et al., 2020). La
pulpa de la pitahaya representa aproximadamente 60-80% de su peso total, mientras
que la cascara constituye entre 25-30%, considerandose un subproducto con alto
potencial nutracéutico por su elevado contenido de fibra dietética total y pectina
(Hernawati et al., 2018; Joshi & Prabhakar, 2020; Mello et al., 2014).

El contenido total de fibra dietética en la cascara de H. undatus alcanza
aproximadamente 69.3%, distribuida en fibra insoluble (54.48%) y fibra soluble (14.82%)
(Mello etal., 2014). En consecuencia, se ha propuesto que la cascara de pitahaya
representa una fuente 6ptima de fibra dietética, particularmente de pectina, con potencial

funcional y bioldgico (Hernawati et al., 2018; Verona-Ruiz et al., 2020).
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Tabla 3. Composicion nutrimental de la cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) (Mello
et al,, 2014)

Componente Contenido (%) en 100 g
Proteinas 0.65%
Lipidos 0.02%
Fibra total 69.30%
Fibra soluble 14.82%
Fibra insoluble 54.48%

La cascara del fruto H. undatus ha sido identificada como una fuente particularmente rica
en pectina, un polisacarido reconocido por su elevada capacidad prebiotica (Coelho
et al., 2024). La pectina modula de manera favorable la microbiota intestinal al promover
la diversidad bacteriana, estimular el crecimiento de microorganismos benéficos y limitar
la adhesion de patogenos al epitelio intestinal. A través de estos mecanismos, contribuye
indirectamente a la reduccion de procesos inflamatorios sistémicos y neuroinflamatorios,
reforzando su potencial como compuesto funcional con efectos benéficos sobre el eje
intestino—cerebro (Beukema et al., 2020; Chumroenvidhayakul et al., 2023; Church et al.,
2023; Matt et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

A través de los ultimos afos, la globalizacion ha originado un aumento considerable
sobre el acceso y disponibilidad de alimentos ultra procesados, generando como
consecuencia la adopcion de un patron dietético de tipo occidental (Clemente-Suarez
et al., 2023). Esto indica que, la sobrealimentacion de la poblacion podria influir en el
desarrollo de un estado de inflamacién metabdlica y, por ende, la activaciéon de vias

proinflamatorias en tejidos periféricos sensibles (Torres Guerrero et al., 2023).

En México, datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
correspondientes al periodo 2020-2022 indican que el consumo de alimentos
ultraprocesados en adultos mayores de 20 afos alcanzé aproximadamente el 17.7% a
nivel nacional. De manera paralela, la Secretaria de Salud (2019) informé que la ingesta
promedio de fibra dietética en poblacién adulta mexicana oscila entre 16 y 18 g/dia,
valores por debajo de las recomendaciones actuales (25-30 g/dia), situacion que podria

favorecer alteraciones metabdlicas e inflamatorias relevantes.

Lo anterior en conjunto con el consumo excesivo de alimentos ultra procesados ha
demostrado un desequilibrio en la microbiota intestinal, comprometiendo la integridad de
su barrera, composicion y diversidad de microorganismos (Malesza et al., 2021; Zindcker
& Lindseth, 2018). Investigaciones recientes sugieren la relacion microbiota intestinal —
cerebro para establecer una posible conexién sobre la patogenia de enfermedades
neurodegenerativas relacionadas (Candelario-Jalil et al., 2022; Carloni & Rescigno,
2023).

En este sentido, ha crecido el interés en la busqueda de alimentos y/o compuestos
bioactivos que proporcionen efectos especificos para la salud, particularmente aquellos
capaces de modular la microbiota intestinal y disminuir procesos inflamatorios en tejidos
periféricos, incluido el cerebro. Debido a esto, se ha propuesto como alternativa la
cascara de pitahaya, subproducto que ha demostrado poseer propiedades nutracéuticas
relevantes y un alto contenido de fibra soluble. Sin embargo, existe evidencia muy
limitada respecto a su posible vinculacion con efectos neuroprotectores
(Chumroenvidhayakul et al., 2023; Tang et al., 2020).
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4. HIPOTESIS

La suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) disminuye la

neuroinflamacion en ratas macho alimentadas con dieta de cafeteria.
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5. OBJETIVOS

5.1  Objetivo general

Evaluar el efecto antiinflamatorio de la suplementacién con cascara de pitahaya

(Hylocereus undatus) en ratas Wistar macho alimentadas con dieta de cafeteria.
5.2 Objetivos especificos

1. Identificar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus
undatus) sobre los niveles séricos de lipopolisacaridos en ratas macho
alimentadas con dieta de cafeteria.

2. Evaluar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus
undatus) sobre la expresion de genes implicados en la neuroinflamacién de ratas
macho alimentadas con dieta de cafeteria.

3. Analizar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus
undatus) sobre los niveles séricos de acidos grasos en ratas macho alimentadas

con dieta de cafeteria.
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6. METODOLOGIA

6.1 Diseino de estudio

El presente proyecto parte de un macroproyecto titulado “La suplementacion con cascara
de pitahaya (Hylocereus undatus) modula la microbiota intestinal en ratas con obesidad
inducida por la dieta” con numero de registro 20-FaSPyN-SA-03. Para el cumplimiento
de sus objetivos se empled un disefio experimental aleatorizado utilizando un modelo
animal constituido por quince ratas Wistar macho de seis semanas de edad, adquiridas
de la empresa Circulo ADN S.A de C.V,, la cual realizé previamente las evaluaciones

microbioldgicas correspondientes.

Los animales fueron sometidos a un periodo de aclimataciéon de 2 semanas, durante el
cual recibieron alimento estandar y agua ad libitum bajo condiciones controladas de
temperatura (21°C) y un ciclo luz/oscuridad de 12 horas. Durante esta etapa se evit6 la
manipulacion innecesaria o procedimientos que pudieran generar estrés en los animales.
Posterior al periodo de aclimatacion, dividieron a las ratas en 3 diferentes grupos
conformados por 5 ratas cada uno: un grupo control (CTL) que recibio dieta estandar, un
grupo con dieta cafeteria (CAF), y un grupo con dieta de cafeteria suplementado con 300

mg/kg/dia con cascara de pitahaya (CAF+P) (Figura 8).

Semanas de experimentacion

n=15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
. [ [ 1 [ [ (- (-
+—+—t—+—t++t++t+ -ttt
Aclimatacion Inicio de dietas experimentales o
Intervencién 15 semanas Sacrificio
< 3 grupos
|
Dieta control Grupo control Grupo cafeteria Grupo suplemento
(CTL) (CAF) (CAF +P)
3.35 kcallg 3.72 kcallg 3.72 kcallg

Cascara de pitahaya
300 mg/kg/dia

Figura 8. Esquema representativo del disefio experimental del macroproyecto
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Llevaron el registro del peso corporal de las ratas de manera semanal durante todo el
periodo experimental utilizando una balanza analitica. Estimaron la ingesta dietética tres
veces por semana mediante la diferencia entre el peso del alimento proporcionado (50
g/dia) y el remanente. Al finalizar la semana 18, los animales se sometieron a un ayuno
de 12 horas previo a la recoleccion de muestras fecales frescas por grupo.
Posteriormente, las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion con guillotina, se
obtuvieron muestras sanguineas y se realizo la diseccion con registro de peso de tejidos,
incluyendo tejido adiposo, higado y cerebro. Todas las muestras fueron almacenadas a

-80°C hasta su posterior analisis.

6.2 Dietas experimentales

El alimento estandar que se utilizé en el grupo control fue Rodent Lab Chow 5001 de la
marca LabDiet, su composicidén energética fue de 335 kcal (3.35 kcal/g), de los cuales el

57% correspondia a hidratos de carbono, el 30% a proteinas, y el 13% restante a lipidos.

La dieta tipo cafeteria se preparé de forma artesanal mediante la mezcla de pienso
estandar, papas fritas, tocino, galletas, chocolate liquido y paté en proporciones
1:1:1:1:1:2, respectivamente. Posteriormente, los ingredientes se trituraron en un
procesador hasta obtener una preparacién homogénea. En comparacién con la dieta
control, esta dieta presentd mayor densidad energética (3.72 kcal/g), con una distribucion
aproximada de 39% de hidratos de carbono, 12% de proteina y 49% de lipidos.
Para la dieta suplementada, se utiliz6 como base la dieta cafeteria, incorporando cascara
de pitahaya a una dosis de 300 mg/kg/dia. Este subproducto fue previamente
deshidratado, molido y tamizado. La dosis empelada fue revisada en la literatura
cientifica por los autores del proyecto con el fin de evitar posibles efectos téxicos en los

animales.

6.3 Extraccién del tejido cerebral y suero

El dia que se llevé a cabo el sacrificio extrajeron el tejido cerebral y registraron su peso
en la balanza analitica, para posteriormente almacenarlo a -80°C para su posterior

analisis. A su vez, recolectaron la sangre para posteriormente centrifugarla a 4000 rpm y
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obtener el suero. Las muestras se alicuotaron y de igual manera fueron almacenadas a

-80°C para su posterior utilizacion.

6.4 Obtencion y procesamiento de las muestras

Este proyecto, identificado con el registro 24-FaSPyN-09.TP, se basé parcialmente en
datos generados dentro de un macroproyecto previo, seleccionandose variables
especificas para su andlisis. En la fase experimental se utilizaron muestras de suero
almacenadas y tejido cerebral previamente congelado para cumplir los objetivos

establecidos.

6.5 Determinacién de lipopolisacaridos (LPS)

La concentracién sérica de lipopolisacaridos se determind mediante un ensayo
inmunoenzimatico tipo ELISA utilizando suero de ratas, siguiendo las especificaciones
proporcionadas por el fabricante del kit. Este método se basa en un formato de doble
anticuerpo tipo “sandwich”, en el cual el analito, al presentar multiples epitopos, puede

ser reconocido simultaneamente por un anticuerpo de captura y un anticuerpo de

deteccion.
Reactivos:
. Placa 96 pocillos
. Anticuerpo biotinilado (1:100)
. Conjugado enzimatico (1:100)
. Reactivo color A
. Reactivo color B
. Reactivo color C
. Diluyente estandar
. Diluyente de anticuerpos
. Diluyente enzimatico
. Diluyente de muestra

. Agua bidestilada
. Buffer de lavado (1:25)
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Material y equipo:

Lavador de microplaca

Lector de microplaca

Micropipetas

Incubadora 37°C

Centrifuga

Refrigeradores (4°C, -20°C, -80°C)
Balanza analitica

Agitador de placas

Tubos de centrifuga (1.5 ml)

Puntillas desechables

Procedimiento:

Fase 1: Preparacion de la prueba

Se prepararon los reactivos, muestras y estandares de referencia tal como estan

descritos en el protocolo.

W bh =

Se retir6 el kit ELISA del refrigerador con 20 minutos de anticipacion.

Se inicid la prueba una vez que haya alcanzado temperatura ambiente.

Se diluyo el buffer de lavado concentrado con agua bidestilada (1:25).
Posteriormente, se agregd 1 ml de diluyente estandar al estandar liofilizado y
se dejo reposando durante 30 minutos.

Una vez que se disolvid, se mezclo y etiqueto.

Se tomaron 7 tubos/frascos limpios y se etiquetaron con los siguientes valores
de concentracion para la curva estandar (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6
ng/mL).

Se agregaron 300 pL de diluyente estandar a cada uno de los tubos y se
pipetearon 300 pL de diluyente estandar reconstituido para proceder a
agregarlo al tubo etiquetado de 500 ng/ml.

Se agité y mezclo bien.
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9. Se pipeteraron 300 L de diluyente del tubo de 500 ng/ml, se agregaron al tubo
de 250 ng/ml y se mezclaron.

10.  Se repitieron los pasos anteriores hasta llegar al tubo estandar de 15.6 ng/ml,
y se tomo6 como control negativo el diluyente estandar en el tubo de 0 ng/ml

(Figura 9).

300 L 300 L 300 pL 300 pL 300 pL

mmmmm

> -
| ——
e’
— ~ b o
" I —e I ——]
25% 6.3%

® O 60 0 60 ® 0 O

Figura 9. Esquema representativo de la dilucion de los reactivos

11.  Para la preparacion del conjugado enzimatico se retiré la cantidad adecuada
de solucién referente a la cantidad de pocillos. Ademas, se diluyé con el
diluyente enzimatico en una proporcioén de 1:100.

12.  Finalmente, para la preparacion del reactivo de color se anadio el reactivo de

color Ay B en una proporcion 9:1.

Fase 2:
1. Se agregaron las muestras preparadas y el estandar a sus pocillos
correspondientes (100 pL por cada uno).
2. Se sell6 correctamente la placa con la tira de cinta adhesiva y se incub6 a 37°C
durante 90 minutos.
3. Selavo 2 veces la placa ELISAy se agrego la solucién de anticuerpo biotinilado

a cada pocillo (100 pL por cada uno).
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10.

11.

Posteriormente, se sellaron los pocillos de la reaccion y se incubaron a 37°C
durante 60 minutos.

Se lavod 3 veces la placa ELISA y se agrego la solucién de trabajo enzimatica.
Se sell6 correctamente y se incubd a 37°C durante 30 minutos.

Se lavo 5 veces mas la placa ELISA y se agregaron los 100 pL del reactivo de
color a cada pocillo incluyendo al blanco.

Se volvié a incubar a 37°C durante 30 minutos.

Una vez que la coloracion mostré los niveles mas altos y aparecio el gradiente
de color, se detuvo la incubacion.

Se anadieron 100 pL del reactivo color C a cada pocillo individual incluyendo
al pocillo blanco.

Se mezcld bien.

Fase 3: Lectura

6.6

Se utilizé un lector de microplacas para medir el rango de deteccion.
Se calculdé el contenido de las muestras analizadas mediante absorbancia a
450 nm durante 10 minutos.

Finalmente, los resultados se expresaron en una curva de referencia.

Expresién génica

La expresion génica de Tnfa, 116, 1116 en tejido cerebral de las ratas se evalué mediante

reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR).

6.6.1 Aislamiento del ARN

El principio de la extraccion del ARN permite la purificacion eficiente del ARN total incluido

en tejidos debido a su tecnologia simplificada que combina las propiedades selectivas

de union, permitiendo el aislamiento total del ARN al combinar la rigurosidad de la lisis

con la velocidad y pureza de la membrana de silice (Dastgheib et al., 2014).

Material y equipo:

Muestras de tejido cerebral
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. Trizol frio

. Cloroformo

. Isopropanol frio

. Etanol (75%)

. Agua DEPC

. Micropipetas

. Puntillas para micropipetas estériles
. Tubos Eppendorf

. Mortero de porcelana (60 ml)

. Instrumentos quirdargicos

. Centrifuga

. Zonificador

. Vortex

. Congelador

. Guantes
Procedimiento:

Fase |: Recuperacion del hipotalamo

Las muestras de tejido cerebral previamente congeladas se retiraron del congelador y se
procedio a la recuperacion del hipotalamo utilizando un mortero de porcelana (60 mL) en
condiciones frias. La manipulacion del tejido se realizd con instrumental quirdrgico estéril
(pinzas y bisturi) para asegurar una extraccion precisa sin comprometer la integridad de

la muestra.

Fase Il: Homogenizacion del tejido

El hipotalamo recuperado se colocé en un tubo Eppendorf con 1 mL de TRIzol frio.
Posteriormente, el tejido se homogenizé mediante sonicacién por zonificacion aplicando

cinco pulsos de 15 segundos a una amplitud del 30%.

Fase lll: Fase de separacion
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La mezcla previamente homogenizada se incubé durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se afadieron 200 yL de cloroformo, se agité vigorosamente
en vortex durante 15 segundos y se dejo incubar durante 3 minutos a temperatura
ambiente. La muestra se centrifugd a 13 500 rpm durante 15 minutos a 4 °C para

favorecer la separaciéon de fases.

Fase IV: Precipitacion del ARN

La fase acuosa (~400 pL) se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo y se afadieron 500 pL
de isopropanol frio, mezclandose suavemente. La mezcla se incubd durante la noche a
-20 °C para favorecer la precipitacion del ARN. Posteriormente se centrifugd

nuevamente a 13 500 rpm durante 15 minutos a 4 °C, eliminandose el sobrenadante.

Fase V: Lavado v purificacion

El pellet obtenido se lavd en dos ocasiones con 500 uL de etanol al 75%, agitandose
vigorosamente entre cada lavado y centrifugando a 13 500 rpm durante 15 minutos a 4
°C. Tras eliminar completamente el etanol residual, la pastilla se dejé secar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 10 minutos. Finalmente, el ARN se resuspendi6 en

40 pL de agua tratada con DEPC y se almacend a —80 °C hasta su uso posterior

6.6.2 Analisis cuantitativo del ARN

El ARN total puede cuantificarse en solucién acuosa mediante espectrofotometria
ultravioleta, ya sea en muestras diluidas o sin diluir, a partir de la medicion de la
absorbancia. Este analisis permite evaluar tanto la concentracién como la calidad del
ARN antes de su uso en PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), por lo que contar
con muestras de ARN de alta pureza y concentracion adecuada resulta fundamental para

garantizar la confiabilidad de los analisis de expresion génica.

La cuantificacion de acidos nucleicos se realiza habitualmente midiendo la absorbancia
a 260 nm en comparacion con un blanco. Asimismo, la presencia de contaminantes
puede evaluarse mediante relaciones de absorbancia, considerando que las proteinas
presentan maxima absorcion a 280 nm; por ello, el cociente A260/A280 se emplea como

46



indicador de pureza del ARN. Valores entre 1.8 y 2.0 suelen interpretarse como muestras

libres de contaminacidn proteica significativa.

De manera complementaria, el cociente A260/A230 permite identificar la presencia de
contaminantes organicos o sales residuales, tales como fenol, etanol o isopropanol,
considerandose optimos valores cercanos a 2.0-2.5 (Green et al., 2018). Con base en
estos criterios, la concentracién y pureza del ARN aislado se determinaron mediante
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 8000 (Thermo Scientific), registrando las
absorbancias a 260/280 y 260/230 nm.

Material y equipos:
. Muestras de la extraccion
. Agua DEPC
. Espectrofotometro (NanoDrop)
. Micropipetas
. Puntillas para micropipetas estériles
. Papel para limpiar el espectrofotémetro

Procedimiento:

1. Se encendi6 el equipo y se abrid el programa correspondiente.

2. Se calibré el equipo utilizando como blanco 1 pL de agua DEPC para
posteriormente proceder a dar lectura a las muestras.

3. Previo a la colocacion de cada muestra, estas se homogenizaron de manera
individual con la pipeta.

4. Se colocod 1 uL de cada muestra previamente etiquetada una por una sobre el
area de lectura; entre cada toma de lectura se limpié el area antes de colocar
otra muestra.

5. Se repitid el mismo procedimiento con todas las muestras y al final se

registraron los datos correspondientes.
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6.6.3 Retrotranscripcion (RT)

Debido a la menor estabilidad del ARN en comparacion con el ADN, este no puede
emplearse directamente como molde para PCR, por lo que es necesario realizar
previamente una reaccion de transcripcion reversa. Este procedimiento implica la
conversion del ARN en ADN complementario (ADNc) mediante la accion de la enzima
transcriptasa inversa, seguida de la amplificacion del ADNc por PCR (Bachman J., 2013).
La reaccioén se llevd a cabo conforme al protocolo del kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems), el cual utiliza primers de secuencia aleatoria para

permitir la sintesis de ADNc a partir del ARN total presente en la muestra.
Reactivos:

. 10x Buffer RT

. 25x Mix dNTP’s

. 10x RT Random Primers

. Enzima Reverse Transcriptase
. Agua DEPC

Material y equipo:
. Micropipetas
. Puntillas para micropipetas estériles
. Guantes
. Termociclador
Procedimiento:
1. Se llevo a cabo el calculo del volumen de las muestras a utilizar segun los

resultados de la cuantificacion del ARN mediante el NanoDrop para cada

reaccion.
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2. Una vez realizado el paso anterior con cada una de las muestras, se calculo el

master mix a utilizar:

Tabla 4. Calculos correspondientes al master mix utilizado para RT-PCR

Reactivo 1 reaccion Calculo total
10x Buffer RT 2L 40 pL
25x ANTPS 0.8 yL 16 uL
10x Random Primers 2 uL 40 pL
Enzima RT 1L 20 uL
Agua DEPC 3.2 uL 64 L

RT: Transcriptasa reversa; dNTPS: Desoxirribonucledsidos trifosfato, DEPC:

dietilpirocarbonato

Se afadio el master mix calculado a un tubo de PCR.

En nuevos tubos etiquetados correspondientes a cada muestra, se agregaron
9 uL del mix y 1 yL de muestra diluida y ajustada a concentraciones de 900
ng/uL.

Se homogenizd 2 veces con la micropipeta.

Se cerro el tubo y se colocé en el termociclador con la siguiente programacion

de temperatura y tiempos:

. Extension de hexameros: 25° C durante 5 minutos

. Sintesis de ADNc: 42° C durante 60 minutos

. Inactivacion de la transcriptasa reversa: 70° C durante 15 minutos

7. Una vez terminado el proceso de retrotranscripcion (RT), se realizaron

diluciones a partir del ADNc, y se mantuvieron a -20° C para su posterior
analisis en la PCR en tiempo real (RT-gPCR).
6.6.4 RT-gPCR

Esta técnica permite la deteccién y cuantificacion especifica de secuencias de acidos
nucleicos mediante sefiales fluorescentes (Rodriguez et al., 2021). La expresion génica
se determino por RT-gPCR utilizando el sistema 7500 Software (Applied Biosystems). El
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meétodo se basa en la amplificacion del ADN y su deteccion en tiempo real mediante

colorantes intercalantes, como SYBR Green.
Reactivos:

. SYBR Green Master Mix
. Muestra (templado)

. Primers

. Agua DEPC

Material y equipo:
. Micropipetas
. Puntillas para micropipetas estériles

. Tubos Eppendorf de 1.5 ml

. Guantes

. Campana de flujo laminar

. 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
. Placa de PCR de 96 pocillos

. Sellador 6ptico para placa de PCR

Procedimiento:

1. Se realiz6 la dilucidon de cada uno de los primers para normalizar las
concentraciones a 1 uM.

2. Se realizaron los calculos necesarios para la preparacion de los mix de cada
uno de los primers considerando las reacciones totales a utilizar.

3. Dentro de la campana de flujo laminar se etiquetaron cada uno de los tubos
Eppendorf correspondientes a los mix de primers a utilizar (GAPDH, TNF-q,
IL-6, IL-10).

4. Se prepararon los master mix de la siguiente manera para cubrir 32 rx’s:

. 160 uL SYBER Green Master Mix

. 64 pL Primers

. 64 uL Agua DEPC
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5. Se establecid el orden de acomodo de cada uno de los genes y muestras a
analizar en las placas de PCR tal como se muestran en la figura 10.
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
PITA PITA PITV PITV CTRA CTRA CTRN CTRN CAF B CAF B PIT R
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
PITR CTRR CTRR CAFAA CAFAA CTRAA CTRAA PIT N PITN PIT B PIT B CAF R
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
CAF R CTR B CTR B CAF A CAF A CAF V CAF V PITA PITA PIT V PITV
IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
CTRA CTRA CTRN CTRN CAF B CAF B PITR PITR CTRR CTRR CAFAA CAFAA
IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 IL-6
CTRAA CTRAA PIT N PIT N PITB PIT B CAF R CAF R CTRB CTRB CAF A CAFA
IL-6 IL-6
CAF V CAF V
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a | TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a | TNFa
PITA PITA PIT V PITV CTRA CTRA CTRN CTRN CAF B CAF B PITR
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
PITR CTRR CTRR CAFAA CAFAA CTRAA CTRAA PITN PITN PIT B PIT B CAF R
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a IL-1B8 IL-1B8 IL-1B8 IL-1B8 IL-1B
CAFR CTR B CTRB CAF A CAF A CAF V CAF V PITA PITA PIT V PITV
IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B
CTRA CTRA CTRN CTRN CAF B CAF B PITR PITR CTRR CTRR CAFAA CAFAA
IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B IL-1B
CTRAA CTRAA PITN PITN PITB PITB CAFR CAF R CTR B CTR B CAF A CAF A
IL-1B IL-1B
CAF V CAF V

Figura 10. Figura representativa del acomodo de las muestras en las placas PCR

6.

Con una micropipeta se procedié a cargar 9 uL del mix correspondiente al
acomodo previamente establecido segun el gen a analizar y posteriormente se
afiadié la muestra (1 yL) por duplicado, dando un volumen total de 10 yL por
pocillo.

Una vez cargados los 93 pocillos de la placa de PCR se sell6 la placa con un
sellador 6ptico para evitar su evaporacion.

Se coloco la placa en el 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Se configuré el protocolo de amplificacion en el Software 7500, estableciendo

las siguientes condiciones térmicas:
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. Desnaturalizacion inicial; 95°C durante 2 minutos
Después 50 ciclos de:

. Desnaturalizacion: 95° C durante 15 segundos
. Hibridacion: 60° C durante 1 minuto
10.  Una vez iniciado el protocolo de corrida de RT-gPCR, se monitored el tiempo

y se retiraron las muestras una vez que el tiempo de espera termino.

6.6.5 Analisis de resultados de la expresion génica

El analisis de la expresiéon génica se realizé utilizando el software 7500 (Applied
Biosystems), aplicando el método AACt para la cuantificacion relativa. Este enfoque
permite estimar cambios en la expresién génica a partir del valor Ct, definido como el
numero de ciclos necesarios para que la sefial de fluorescencia del gen de interés supere
un umbral establecido, indicando la deteccion del producto amplificado. Los valores Ct
obtenidos para cada gen diana se normalizaron respecto a un gen endogeno
(housekeeping gene) y posteriormente se compararon entre las condiciones

experimentales (tratamiento y control) utilizando la siguiente ecuacion:
ACt Comparacion relativa dentro de la misma muestra
ACt = Ct (gen diana) — Ct (gen enddgeno)
AACt Comparacién entre grupos experimentales (Control vs tratado)
AACt = ACt (tratado) — ACt (control)

Luego, para obtener la expresidn relativa e interpretar el incremento de expresion:

2-AACt
Donde:
. Si 2-A8Ct > 1 el gen esta sobreexpresado en el grupo tratado.
. Si 2-84Ct < 1, el gen esta subexpresado en el grupo tratado.
. Si 2-24Ct =1 no hay diferencia significativa entre los grupos.
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En base a la literatura se determind que, la expresion relativa se calcularia utilizando este
método con GAPDH como housekeeping gen (gen de referencia). La expresién de los
genes diana se normalizé utilizando GAPDH como gen enddgeno de referencia, y los
resultados se expresaron como cambios relativos en la expresion génica en el grupo con

intervencidn respecto a los demas grupos experimentales (Li et al., 2018).
Procedimiento:

1. Se analizaron los valores de umbral de ciclo (Ct) utilizando el Sofware 7500 de
Applied Biosystems.
Los datos se normalizaron con el gen de referencia (GAPDH).
La cuantificacion relativa de la expresion génica se calculé mediante el método
AACt, considerando el grupo control como calibrador.

4. Se evaluo la eficiencia de los primers mediante curvas estandar y se verifico
la especificidad de los productos amplificados mediante analisis de curva de

disociacion.
6.7 Cuantificacion de acidos grasos

Para la cuantificacion de &acidos grasos se utilizaron muestras de suero de ratas
siguiendo los lineamientos del método de extraccion lipidica de Folch descrito por Castillo
y colaboradores (Castillo et al., 2020). A partir de 150 pL de suero, los extractos lipidicos
se fraccionaron en cinco clases segun su polaridad mediante cartuchos de fase sdlida
de aminopropilo (600 mg, 3 mL; Bond Elut NH,). Las fracciones obtenidas
correspondieron a ésteres de colesterol (EC), triglicéridos (TG), mono y diglicéridos (MG
y DG), acidos grasos libres (AGL) y fosfolipidos (PL).

Como estandar interno de extraccion y cuantificacion se utilizé trigliceril undecanoato
(200 ppm; Nu-Chek Prep Inc., MA, USA). Para el presente estudio se seleccionaron las
fracciones de ésteres de colesterol y fosfolipidos para su caracterizacién. Dichas
fracciones se evaporaron en un concentrador de vacio (Centrivap, Labconco, MO, USA)

y posteriormente se resuspendieron en una mezcla tolueno-hexano (1:1, v/v; 0.5 mL).
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Los acidos grasos se sometieron a un proceso de transmetilacion conforme a la
metodologia AOAC 999.06 y posteriormente se aforaron a un volumen final de 500 pL
para su analisis cromatografico. La identificacién de los picos cromatograficos se realizd
mediante cromatografia de gases (Agilent 8860, CA, USA) utilizando una mezcla externa
estandar de 39 ésteres metilicos de acidos grasos (FAME; GLC 566, Nu-Chek Prep Inc.,
MA, USA).

Se empled una columna capilar de silice fundida SP-2380 (100 m x 0.25 mm, espesor
0.2 um; Agilent Technologies Inc., CA, USA), con un programa de temperatura del horno
entre 140 y 240 °C con una tasa de 4 °C/min y un tiempo de mantenimiento final de 45
minutos. La identificacion de los acidos grasos se realizé comparando los tiempos de

retencion con los obtenidos de la mezcla estandar.

La cuantificacion se llevo a cabo mediante la integracion de las areas de pico individuales
y su interpolacién en la curva de calibracion construida con nonadecanoato de colesterol
como estandar. Los resultados se expresaron en partes por millon (ppm).
Posteriormente, las concentraciones absolutas se normalizaron y expresaron como

porcentaje relativo respecto al total de acidos grasos presentes en cada muestra.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizo utilizando el software IBM SPSS version 25.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Los resultados se expresaron como media + desviacién estandar
de la media (DEM) o como mediana y rango intercuartil (RI), segun la distribucion de los

datos.

La normalidad se evalu6 mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Para comparar
diferencias entre grupos se empleo analisis de varianza (ANOVA) de un factor con prueba
post hoc de Tukey, o bien la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis cuando los datos
no cumplieron los supuestos de normalidad. Se consideré un nivel de significancia

estadistica de p < 0.05.
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8. CONSIDERACIONES BIOETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

El proyecto titulado “La suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus undatus)
modula la microbiota intestinal en ratas con obesidad inducida por la dieta” se desarrollé
conforme a los lineamientos de bioseguridad y buenas practicas de laboratorio
establecidos por el Comité Institucional de Bioseguridad del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) y por el Comité de Bioética en Investigacion
en Ciencias de la Salud (COBICS) de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn (UANL).

Asimismo, se atendieron las disposiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-
1999 relativas a la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Durante la fase
experimental, las condiciones de alojamiento y manejo del modelo animal cumplieron
con los criterios establecidos por dicha normativa para garantizar el bienestar, la salud y

condiciones ambientales adecuadas.

El uso del modelo animal se fundamenté en el principio de las 3Rs (reemplazo, reduccion
y refinamiento), justificando su empleo cientifico, minimizando el numero de animales
utilizados y favoreciendo el aprovechamiento de muestras biolégicas (suero y tejidos)
para analisis posteriores, evitando experimentacidon adicional innecesaria. El
procedimiento de eutanasia se selecciono con el proposito de minimizar el dolor, el estrés

de los animales y el impacto ambiental asociado.

Adicionalmente, se cumplieron las normas basicas de bioseguridad en laboratorio
mediante el uso de equipo de proteccion personal adecuado (bata, guantes y calzado
apropiado). Las areas de trabajo fueron limpiadas y desinfectadas al inicio y término de
cada jornada. Finalmente, el manejo de residuos biologico-infecciosos se realizd
conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, referente a la

clasificacion y disposicion de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.
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9. RESULTADOS

Objetivo 1. Identificar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya
(Hylocereus undatus) sobre los niveles séricos de lipopolisacaridos en ratas macho

alimentadas con dieta de cafeteria.

En la figura 11 se muestran las concentraciones séricas de lipopolisacaridos (LPS) de
los grupos control (CTL), cafeteria (CAF) y cafeteria suplementado con cascara de

pitahaya (CAF + P) al finalizar el periodo de intervencion dietética.

Lipopolisacaridos
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Figura 11. Concentracién sérica de lipopolisacaridos en ratas alimentadas con diferentes
dietas experimentales. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
de la media (DEM) (n=5). El analisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de
un factor y Tukey como prueba post hoc. ****p<0.001. CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF

+ P: Cafeteria + pitahaya.
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En la figura anterior se logra observar que, una vez transcurridas las quince semanas de
experimentacion, el grupo CAF (0.17 £ 0.01) obtuvo niveles séricos de LPS
significativamente mayores que el grupo CTL (0.07 £ 0.01) (p<0.001). Mientras que, el
grupo CAF + P (0.11 £ 0.01) demostrd niveles significativamente menores respecto al
grupo CAF (0.17 £ 0.01) (p<0.001).

Estos resultados indican que la suplementacién con cascara de pitahaya redujo los
niveles séricos de LPS inducidos por la dieta de cafeteria, sugiriendo un posible efecto

modulador sobre la endotoxemia metabdlica.

Objetivo 2. Evaluar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus
undatus) sobre la expresion de genes implicados en la neuroinflamacién de ratas macho

alimentadas con dieta de cafeteria.

En la figura 12 se muestra la expresion génica de /18 en el hipotalamo de ratas
alimentadas con los distintos tratamientos dietéticos. El grupo CAF presenté un aumento
significativo en los niveles de ARNm de //13 con respecto al grupo CTL (p < 0.001). En
contraste, el grupo CAF + P mostré una disminucion significativa de la expresién en
comparacién con el grupo CAF (p < 0.001). Por su parte, la figura 13 evidencia que la
suplementacién con cascara de pitahaya suprimié significativamente la expresion del gen
Tnfa en el grupo CAF + P en relacion con el grupo CAF (p < 0.05). Finalmente, en la
figura 14 se observa que la expresion de 116 fue menor en el grupo CAF respecto al CTL,
sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). En conjunto, estos
resultados sugieren que la suplementacion con cascara de pitahaya redujo
significativamente la expresién hipotalamica de las citocinas proinflamatorias /118y Tnfa

de ratas alimentadas con dieta de cafeteria, evidenciando un efecto antiinflamatorio.
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Figura 12. Expresion del gen //18 en hipotalamo. Los resultados se expresan como
media * error estandar de la media (n=5). El analisis estadistico se realizé mediante la
prueba Kruskal-Wallis. ****p<0.001. CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF + P: Cafeteria +
pitahaya.
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Figura 13. Expresion del gen Tnfa en hipotalamo. Los resultados se expresan como
media * error estandar de la media (n=5). El analisis estadistico se realizé mediante la
prueba Kruskal-Wallis. *p<0.05 (CAF + P vs CAF). CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF +
P: Cafeteria + pitahaya.
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Figura 14. Expresion del gen 116 en hipotalamo. Los resultados se expresan como media
t error estandar de la media (n=5). El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba
Kruskal-Wallis. CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF + P: Cafeteria + pitahaya.

Objetivo 3. Analizar el efecto de la suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus
undatus) sobre los niveles séricos de acidos grasos en ratas macho alimentadas con

dieta de cafeteria.

En la tabla 5 se presentan los resultados de la cuantificacion de los acidos grasos séricos
correspondientes a la fraccidon de ésteres de colesterol de ratas macho alimentadas con
diferentes tratamientos dietéticos. Se identificaron quince acidos grasos en total,
clasificados segun su grado de insaturacién en saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) y poliinsaturados (PUFA).

61



Respecto a los SFA, se identificaron cinco acidos grasos saturados, los cuales se
clasifican segun la longitud de su cadena. El acido caprilico (C8:0) y el acido caprico
(C10:0) pertenecen al grupo de acidos grasos de cadena media (MCFA), mientras que
el acido miristico (C14:0), el acido palmitico (C16:0) y el acido estearico (C18:0) se

consideran acidos grasos de cadena larga (LCFA).

El grupo CAF + P mostré una reduccion significativa en la suma total de acidos grasos
saturados [25.81 (25.62—40.64) %] en comparacion con el grupo CAF [46.31 (45.25—
62.18) %] (p < 0.01). En relacion con los MCFA, el &cido caprilico (C8:0) fue
significativamente menor en CAF + P (2.07 + 0.43%) frente a CAF (8.88 £ 1.29%) (p <
0.01). En contraste, el acido caprico (C10:0) mostré valores significativamente menores
en CAF (4.33 £ 0.99%) respecto a CTL (9.09 + 1.91%) (p < 0.001). Por otro lado, los tres
acidos de cadena larga analizados (C14:0, C16:0 y C18:0) no presentaron diferencias

significativas, aunque se observé una ligera disminucion en CAF + P respecto a CAF.

En cuanto a los MUFA, se observaron incrementos significativos en el acido miristoleico
(C14:1 n-5) en el grupo CAF + P (3.37 £ 0.87%) frente a CAF (1.13 £ 0.68%) (p < 0.01).
Asimismo, los acidos palmitoleico (C16:1 n-7) y vaccénico (C18:1 n-7) fueron
significativamente menores en el grupo CAF (0.76 + 0.24 % y 0.87 = 0.11 %,
respectivamente) en comparacion con el grupo CTL (1.25+0.18 % y 1.57 £ 0.43 %) (p
< 0.05y p < 0.01, respectivamente). El total de MUFA fue mayor en CAF + P (17.96 +

1.60%) que en CAF (13.28 + 5.04%), aunque sin alcanzar significancia estadistica.

En relacion con los PUFA, el grupo CAF presentd niveles significativamente mas altos
de acido linoleico (C18:2 n-6) que el grupo CTL (16.96 £ 4.82% vs. 9.65 + 4.66%; p <
0.05). Por otro lado, el grupo CAF + P mostré incrementos significativos en el acido a-
linolénico (C18:3 n-3) [0.88 (0.73 — 1.90) %] en comparacién con el grupo CAF [0.45
(0.19-0.51) %] (p < 0.05), y en el 4cido araquidonico (C20:4 n-6) [39.06 (28.70 — 42.49)
%] respecto a CAF [15.73 (14.99 — 17.95) %] (p < 0.01). Como resultado, la sumatoria
total de PUFA fue significativamente mayor en CAF+P [55.09 (40.41 — 57.97) %] frente a
CAF [37.24 (29.78 — 37.39) %] (p < 0.05).
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Finalmente, el analisis por familias mostré un incremento significativo en los n-6 totales
en CAF + P [54.21 (37.97 — 56.06) %] respecto a CAF [36.30 (29.28 — 36.73) %] (p <
0.05), y una reduccion en los n-7 totales del grupo CAF (1.63 £ 0.32) frente a CTL (2.82

1 0.56%) (p < 0.001). No se encontraron diferencias significativas en los acidos n-3, n-9

ni en el indice n-6/n-3.
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Tabla 5. Perfil de acidos grasos (%) en suero de la fraccion de ésteres de colesterol

Acidos grasos

CTL

CAF

CAF +P

Acidos grasos saturados totales (SFA)
Acido caprilico C8:0

Acido caprico C10:0

Acido miristico C14:0

Acido palmitico C16:0

Acido estearico C18:0

Acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
Acido miristoleico C14:1 n-5

Acido palmitoleico C16:1 n-7

Acido oleico C18:1 n-9

Acido vaccénico C18:1 n-7

Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
Acido linoleico C18:2 n6

Acido a-linolénico (ALA) C18:3 n3

Acido araquidénico C20:4 n6

n-3 totales

n-6 totales

n-7 totales

n-9 totales

n-6 / n-3 ratio

52.88 (46.73 — 55.16)
8.08 (3.66 — 8.96)
9.09 + 1.91
0.81+0.13
13.36 (11.91 — 18.17)
11.38 + 3.58
11.09 + 0.44
1.68 £ 1.00
1.25+0.18
6.59 + 1.49
1.57 £ 0.43
36.38 (33.59 — 42.13)
9.65 + 4.66
1.13 (0.72 - 1.21)
21.27 (19.36 — 26.21)
1.76 (1.17 — 1.85)
34.52 (32.29 — 40.46)
2.82 + 0.56
5.77 (5.47 — 8.12)
20.91 (18.42 — 33.45)

46.31 (45.25 — 62.18)
8.88 (4.63 —9.19)
4.33+0.99
0.62+0.12
16.20 (13.34 — 24.98)
15.85 + 7.49
13.28 + 5.04
1.13+0.68
0.76 + 0.24"
10.51 + 4.08
0.87 +0.11"
37.24 (29.78 — 37.79)
16.96 + 4.82
0.45(0.19 - 0.51) *
15.73 (14.99 — 17.95)
0.91 (0.40 — 1.08)
36.30 (29.38 — 36.73)
1.63+0.32 ™
12.71 (6.28 — 13.65)
40.35 (35.60 — 85.14)

25.81 (25.62 — 40.64) *
2.07 (1.85 — 2.43) **
4.69 % 1.53
0.76 £ 0.25
13.29 (11.87 — 21.67)
7.57 + 4.35
17.96 + 1.60
3.37 £ 0.87+
0.47 £ 0.03
13.14 £ 2.30
0.97 £ 0.15
55.09 (40.41 — 57.97) *
12.68 £ 2.10
0.88 (0.73 — 1.90) *
39.06 (28.70 — 42.9) **
0.88 (0.73 — 1.90)
54.21 (39.67 — 56.06) *
1.44 £ 0.16
12.27 (11.36 — 15.37)
48.06 (29.29 — 66.76)

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar de la media (DEM) o mediana y rango intercuartil (RI) (n=5).
El analisis estadistico se realizé mediante la prueba ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc o Kruskal — Wallis
para comparar entre grupos. 'p<0.05, “p<0.01, “'p<0.001 (CTL vs CAF); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (CAF + P vs CAF).
CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF + P: Cafeteria + pitahaya.
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Por otro lado, de la fraccién de fosfolipidos también se determiné el perfil de acidos
grasos séricos (tabla 6). Se identificé un acido graso de cadena media (C8:0) y dos de
cadena larga (C16:0 y C18:0). El acido palmitico (C16:0) y el acido estearico (C18:0)
mostraron concentraciones significativamente mayores en el grupo CAF + P (32.49 +
0.78 % y 29.98 £ 2.60 %, respectivamente) en comparacion con el grupo CAF (23.71 £
261 % y 22.39 £ 2.58 %) (p < 0.001). En contraste, el acido caprilico (C8:0) fue
significativamente menor en CAF + P (1.13 £ 0.44 %) respecto a CAF (4.16 £ 1.67 %) (p
< 0.01). En consecuencia, la sumatoria total de acidos grasos saturados (SFA) fue
significativamente superior en el grupo CAF + P [63.13 (61.30 — 66.16) %] frente a CAF
[69.31 (54.99 — 59.66) %] (p < 0.01).

En cuanto a los MUFA, no se observaron diferencias significativas para el acido
palmitoleico (C16:1 n-7) ni para el acido oleico (C18:1 n-9). Sin embargo, el acido
vaccénico (C18:1 n-7) fue significativamente menor en el grupo CAF (0.78 £ 0.06 %) en
comparacién con el grupo CTL (1.84 + 0.20 %) (p < 0.001).

Respecto a los PUFA, el acido y-linolénico (C18:3 n-6) y el acido docosapentaenoico
(C22:5 n-3) presentaron concentraciones significativamente menores en el grupo CAF +
P (0.36 £+ 0.17 % y 0.32 + 0.15 %, respectivamente) en comparacion con el grupo CAF
(2.39 £ 0.95 % y 1.47 £ 0.16 %) (p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente). Ademas, el
acido docosapentaenoico (C22:5 n-3) fue significativamente mayor en el grupo CAF
respecto al grupo CTL (1.47 £ 0.16 % vs. 0.78 £ 0.23 %; p < 0.001).

Finalmente, al analizar las familias de acidos grasos, se observé una disminucion
significativa de los n-3 totales en el grupo CAF + P (3.55 £ 1.42 %) en comparacién con
CAF (5.90 + 0.62 %) (p < 0.01), asi como una reduccion en los n-6 totales (18.82 £ 9.98
% vs. 30.73 + 1.83 %; p < 0.05). No se encontraron diferencias significativas en las

fracciones n-7, n-9 ni en el indice n-6/n-3.
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Tabla 6. Perfil de acidos grasos (%) en suero de la fraccion de fosfolipidos

Acidos grasos CTL CAF CAF +P
Acidos grasos saturados totales (SFA) 55.90 (565.30 - 58.27) 59.31 (54.99 —59.66) 63.13 (61.30 —66.16)
Acido caprilico C8:0 2.70+0.87 416 £ 1.67 1.13+0.44 **
Acido palmitico C16:0 25.32 +3.45 23.71 £ 2.61 32.49+0.78 ***
Acido estearico C18:0 22.53 + 1.86 22.39 + 2.58 29.98 + 2.60 ***
Acidos grasos monoinsaturados (AGMI) 6.07 £ 1.71 5.74 + 1.61 14.73 £ 8.817

Acido palmitoleico C16:1 n-7

Acido oleico C18:1 n-9

Acido vaccénico C18:1 n-7
Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

Acido linoleico C18:2 n6é

Acido y-linolénico (GLA) C18:3 n6
Acido araquidénico C20:4 n6

Acido docosapentaenoico C22:5 n3
Acido docosahexaenoico C22:6 n3

n-3 totales
n-6 totales
n-7 totales
n-9 totales
n-6 / n-3 ratio

0.26 (0.24 — 0.70)
2.57 (2.52 — 4.71)
1.84 +0.20
38.72 (34.73 — 39.18)
8.92 + 1.03
1.71+0.83
18.68 + 2.19
0.78 £ 0.23
4.46 (3.99 — 7.72)
5.81 (5.51 — 9.78)
30.02 + 3.65
2.41 (1.95 — 2.53)
2.97 (2.91 - 5.10)
4.62 (3.33 — 5.88)

0.25 (0.21 — 0.44)
3.36 (3.06 — 5.42)
0.78 + 0.06 ™
36.06 (34.93 — 38.36)
9.11 £ 1.79
2.39 + 0.95
17.11+£2.23
1.47£0.16 ™
2.88 (2.54 — 3.19) "
5.90 (5.20 — 6.35)
30.73 + 1.83
1.03 (0.99 — 1.23)
4.01 (3.48 - 6.12)
5.37 (4.91 — 5.74)

0.22 (0.19 — 0.26)
5.90 (5.56 — 22.12)
0.56 + 0.13
28.08 (10.07 — 30.03)
6.84 + 3.08
0.36+0.17 **
11.47 £6.77
0.3240.15 **
3.15 (1.25 — 3.45)
3.55 (1.42 — 3.88) *
18.82+9.98 *
0.85 (0.63 — 0.92)
6.25 (5.96 — 22.32)

1.20 (6.03 — 7.15)

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar de la media (DEM) o mediana y rango intercuartil (RI) (n=5).

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA de un factor y Tukey como prueba post hoc o Kruskal — Wallis
para comparar entre grupos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (CTL vs CAF); +p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001 (CAF + P vs
CAF). CTL: Control; CAF: Cafeteria; CAF + P: Cafeteria + pitahaya.
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10. DISCUSION

En la actualidad, la cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) ha recibido poca atencion
cientifica, a pesar de constituir un subproducto con alto valor funcional. Mientras que, la
pulpa ha sido ampliamente estudiada por sus propiedades antioxidantes y metabdlicas,
la evidencia sobre los efectos de la cascara es todavia limitada. Su interés radica
principalmente en su elevado contenido de fibra dietética, particularmente de fracciones
solubles como la pectina, cuya accion sobre la microbiota intestinal podria favorecer la
produccion de SCFA, reducir la translocacion de LPS hacia la circulacion sistémica y, en
consecuencia, atenuar procesos inflamatorios periféricos y neuroinflamatorios (Matar
etal.,, 2024). Estos mecanismos, descritos en relacion con otras fuentes de fibra,
sugieren que la suplementacion con cascara de pitahaya podria desempefiar un papel

relevante en la modulacion del eje intestino—cerebro.

El uso de un modelo de dieta tipo cafeteria en ratas Wistar resulta particularmente
relevante ya que este patron alimentario reproduce de manera mas cercana los efectos
de la dieta occidental en humanos. A diferencia de las dietas convencionales, la dieta de
cafeteria combina grasas saturadas, azucares simples, carbohidratos refinados y
alimentos ultraprocesados, lo que refleja con mayor precision la complejidad y la
palatabilidad de la dieta moderna asociada a la obesidad y al sindrome metabdlico (De
La Garza et al., 2022). Este tipo de dieta ha demostrado inducir alteraciones en la
microbiota intestinal, aumento de la permeabilidad de la barrera intestinal, endotoxemia
metabdlica y cambios en el perfil lipidico, factores estrechamente vinculados con el
desarrollo de inflamacion sistémica y con la activacion de procesos inflamatorios en

regiones cerebrales criticas (Liang et al., 2023; Malesza et al., 2021).

Asimismo, la eleccién del hipotalamo como regién de analisis se fundamenta en su papel
central en la regulacion del metabolismo energético, el control del apetito y la
homeostasis glucolipidica, ademas de su alta sensibilidad a sefiales periféricas como
citocinas, hormonas y metabolitos derivados de la microbiota (Kearns, 2024 ). Esta region
cerebral se considera un nodo clave en el eje intestino—cerebro, donde la exposicion

cronica a LPS y a nutrientes de la dieta occidental, particularmente grasas saturadas,
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activa vias proinflamatorias mediadas por receptores como TLR4 y NF-kB. Dichos
procesos inducen la activacién de la microglia hipotalamica y la produccion de citocinas
como TNF-q, IL-1B e IL-6, lo que contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina
cerebral, disfuncion neuronal y alteraciones en el control de la ingesta (O’Riordan et al.,
2025). Ademas, se utilizaron ratas macho para evitar la influencia de las variaciones
hormonales ciclicas sobre los marcadores inflamatorios, lo que permite una
interpretacion mas estable de las respuestas metabdlicas y neuroinmunoldgicas

observadas.

En este contexto, analizar los efectos de la suplementacion con cascara de pitahaya a
nivel hipotalamico resulta relevante, dado que esta region desempena un papel central
en la integracion de sefales metabdlicas periféricas y respuestas inflamatorias a nivel
cerebral. Este enfoque permite explorar si la modulacién de la microbiota intestinal y la
reduccion de LPS séricos pueden asociarse con una menor activacion de procesos
neuroinflamatorios. De acuerdo con la literatura disponible, existen pocos estudios que
evaluen especificamente el efecto de la suplementacion con cascara de Hylocereus
undatus sobre la neuroinflamacién inducida por dieta de cafeteria, lo que posiciona este
trabajo como una aproximacién innovadora en el aprovechamiento de subproductos

alimentarios con potencial funcional.

10.1 Niveles séricos de LPS

En el presente estudio se observd que las ratas alimentadas con dieta tipo cafeteria
presentaron concentraciones séricas de LPS significativamente mayores en
comparacion con el grupo control. Este hallazgo respalda la hipétesis de que patrones
dietéticos ricos en grasas, azucares y alimentos ultraprocesados pueden favorecer
alteraciones en la microbiota intestinal y aumentar la permeabilidad de la barrera
intestinal (Torres Guerrero etal.,, 2023; Zhou etal., 2020). Por otro lado, la
suplementacién con cascara de pitahaya se asocio con una reduccion significativa de los
niveles de LPS respecto al grupo con dieta de cafeteria, lo que sugiere un posible efecto

protector frente a la endotoxemia metabdlica inducida por este patrén alimentario.
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Estos resultados apoyan el vinculo fisiopatolégico entre disbiosis intestinal, aumento de
permeabilidad (leaky gut), endotoxemia, inflamacion sistémica, y por ende,
neuroinflamacion. Cuando la barrera intestinal se dafa, los LPS presentes en la
microbiota pueden translocar al torrente sanguineo, activando receptores inmunes como
TLR4 en células del sistema inmune periférico y en células del sistema nervioso central,
lo que estimula la produccién de citocinas proinflamatorias (Candelario-Jalil et al., 2022;
Carloni & Rescigno, 2023) y contribuye a la activacion microglial en el cerebro. En
modelos de inflamacion inducida por LPS, la estimulacién de la via TLR4/NF-kB es un
mecanismo clave para la amplificacién de la senal inflamatoria central (Bowyer et al.,
2020; Harvei et al., 2024).

En estudios previos con suplementos de fibra y prebidticos, se ha documentado que su
administracion puede disminuir marcadores relacionados con endotoxemia. Por ejemplo,
en un ensayo clinico reciente con humanos joévenes con dieta pobre en fibra, un
suplemento prebidtico de dosis baja logré reducir significativamente la concentracion de
proteina de unién a LPS (LBP), un biomarcador indirecto de exposicién a LPS, en los
sujetos con niveles elevados al inicio (Romo etal., 2025). Asimismo, en estudios
animales, la suplementacién con fibra ha mostrado reducir el dafno a la morfologia
intestinal, fortaleciendo la funciéon barrera a través del aumento de la expresion de

proteinas de union estrecha y disminucién de la translocacion de LPS (Sun et al., 2021).

Estos hallazgos refuerzan que la cascara de pitahaya, por su contenido en fibra dietética
soluble (pectina), podria actuar de forma similar a los prebidticos tradicionales,
mejorando la integridad intestinal y reduciendo la carga endotdxica sistémica. Sin
embargo, un punto importante para considerar es que no todos los lipopolisacaridos
(LPS) ejercen el mismo potencial inflamatorio, ya que su estructura quimica varia segun
la composicion de la microbiota intestinal. Diferentes especies bacterianas,
particularmente dentro de los filos Bacteroidota y Proteobacteria, producen LPS con
grados distintos de acilacién y fosforilacion en el lipido A, lo que modula su capacidad
para activar el receptor TLR4 (Mohr et al., 2022; Vatanen et al., 2016; Zamyatina & Heine,
2020). Por ejemplo, los LPS derivados de Bacteroides doreiy Segatella (Prevotella) copri

presentan configuraciones menos hexaaciladas que generan una sefal débil o incluso
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antagonista sobre TLR4 (De Simone Carone et al., 2025), mientras que los LPS de
Escherichia coli o Enterobacter cloacae son altamente proinflamatorios, debido a su

lipido A hexaacilado y bisfosforilado, tipico de enterobacterias (Harberts et al., 2022).

Esta heterogeneidad estructural implica que el perfil microbiano inducido por la dieta
puede determinar no solo la cantidad total de LPS circulante, sino también su potencial
inmunogeénico, y por tanto el dominio de la respuesta inflamatoria sistémica y cerebral.
En consecuencia, la reduccion observada en los niveles séricos de LPS tras la
suplementacién con cascara de pitahaya podria reflejar no solo una menor translocacion
intestinal, sino también una modificacién cualitativa en la composicion microbianas hacia
especies con menor potencial proinflamatorio. En concordancia con los resultados
obtenidos, Martinez-Tamez (2021) reporté que la suplementacién con cascara de
Hylocereus undatus en ratas con obesidad inducida por dieta tipo cafeteria incrementé
la diversidad de la microbiota intestinal y favorecioé la abundancia de taxones benéficos
como Lactobacillales y Lactobacillaceae, al tiempo que redujo Prevotella, género
asociado con mayor produccién de LPS. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la
cascara de pitahaya puede ejercer un efecto modulador favorable sobre la microbiota
intestinal, contribuyendo potencialmente a la disminucién de la endotoxemia metabdlica
y a una menor activacion neuroinflamatoria. La reduccion de LPS observada podria
relacionarse con la disminucion concomitante en la expresién hipotalamica de TNF-q,
respaldando la conexion funcional entre la microbiota intestinal y la respuesta

inflamatoria central.
10.2 Expresion génica

La dieta tipo cafeteria se asocid con un incremento significativo en la expresiéon de //18 a
nivel hipotalamico en comparacién con el grupo control, lo que confirma el potencial de
este modelo dietético para inducir un entorno neuroinflamatorio. Este hallazgo es
consistente con investigaciones previas que describen que la exposicion prolongada a
dietas altas en grasas saturadas y azucares simples activa la microglia hipotalamica
mediante la via TLR4/NF-kB, promoviendo la liberacion local de citocinas y la disfuncion
neuronal (Guo et al., 2021b; Nguyen & Dodd, 2024; Stathori et al., 2025). Esta respuesta
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inflamatoria temprana se considera un evento clave en la alteracion del control del
apetito, la homeostasis energética y el desarrollo de resistencia a la insulina central
(Bhusal et al., 2022; Darwish et al., 2024).

Por otro lado, la suplementacion con cascara de pitahaya redujo de manera significativa
la expresion de 1113 en el hipotalamo en comparacion con el grupo con dieta de cafeteria
(p <0.001), lo que sugiere un efecto antiinflamatorio relevante mediado por la atenuacion
de la activacion de la microglia y la inhibicion de vias proinflamatorias dependientes de
NF-kB. Asimismo, el gen Tnfa mostré6 una reduccidén significativa en el grupo
suplementado con cascara de pitahaya, lo que indica un efecto antiinflamatorio selectivo
que podria estar vinculado a la inhibicion de la via NF-kB o a una menor activacion
microglial (Chumroenvidhayakul et al., 2023; Salam et al., 2022). Por otro lado, la
expresion de //6 fue menor en el grupo con dieta de cafeteria respecto al control, sin
diferencias significativas, patrén que ha sido reportado en otros modelos de
neuroinflamacion moderada, donde la regulacion de esta citocina puede variar segun la

fase y la intensidad del proceso inflamatorio (Nguyen & Dodd, 2024; Stathori et al., 2025).

El efecto antiinflamatorio observado sugiere que los compuestos bioactivos presentes en
la cascara, especialmente la fibra soluble como la pectina, podrian desempefiar un papel
en la modulacion de la activacion microglial y en la reduccion de la produccién de
citocinas proinflamatorias. En modelos experimentales similares, la administracion de
prebidticos o extractos ricos en fibra ha mostrado disminuir la activacién de NF-kB vy la
expresion de Tnfa en el hipotalamo, asociandose con una menor permeabilidad intestinal

y reduccion de endotoxemia (Caetano-Silva et al., 2023).

Entre los posibles mecanismos implicados se encuentra la produccion aumentada de
SCFA, como el butirato y el propionato, generados por la fermentacion bacteriana de la
pectina. Estos metabolitos han demostrado ejercer efectos neuroprotectores y
antiinflamatorios al activar la via AMPK 'y promover la inhibicion de NF-kB, reduciendo la
expresion de /18y Tnfa en el sistema nervioso central (Loh et al., 2024; O’Riordan et al.,
2022; Silva etal., 2020). Ademas, los SCFA pueden atravesar la barrera

hematoencefalica e inducir una microglia con fenotipo antiinflamatorio (M1—M2),
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contribuyendo a la homeostasis inmunoldgica cerebral (Caetano-Silva et al., 2023;
Facchin et al., 2024).

Asimismo, estudios recientes con dietas ricas en fibra o prebidticos confirman que la
disminucién de LPS séricos, observada también en este estudio, puede contribuir de
forma indirecta a reducir la activacion microglial y la expresion de Tnfa (Nguyen & Dodd,
2024; O'Riordan et al., 2022). De esta forma, los resultados respaldan la hipétesis de
que la suplementacién con cascara de pitahaya ejerce un efecto neuroprotector parcial,
mediado por la modulacion del eje intestino—cerebro y la reduccidn de sehales

proinflamatorias asociadas a la dieta de cafeteria.

Aunque en el presente estudio no se analizé directamente la concentracion tisular de
SCFA, en el proyecto previo de Martinez-Tamez (2021) se analizé la composicion de la
microbiota intestinal debido a la relacion que existe entre la modulacion microbiana y la
reduccion de la respuesta inflamatoria central. En su trabajo, la suplementacion
incrementd la diversidad microbiana intestinal y la abundancia de Lactobacillales y
Lactobacillaceae, al tiempo que disminuyo Prevotella, cambios asociados con un menor
potencial proinflamatorio bacteriano. Estos hallazgos, junto con la reduccion significativa
de los niveles séricos de LPS y la menor expresion hipotalamica de /118 y Tnfa
observadas en el presente estudio, sugieren una conexion funcional entre la modulacion
de la microbiota intestinal, la disminucion de endotoxemia y la atenuacion de la

neuroinflamacion mediado por el papel del eje intestino-cerebro.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la suplementaciéon con cascara de
pitahaya podria ejercer efectos neuroprotectores al integrar mecanismos periféricos,
como la disminucion de la endotoxemia metabdlica, y mecanismos centrales asociados
con la modulacién de vias inflamatorias en el hipotalamo. Estos hallazgos refuerzan la
importancia del eje intestino-cerebro en la fisiopatologia relacionada con dietas de tipo

occidental.

10.3 Niveles séricos de acidos grasos

El analisis del perfil de acidos grasos séricos en las fracciones de ésteres de colesterol

y fosfolipidos permitié identificar un total de quince acidos grasos, agrupados segun su

72



grado de insaturacion en saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados
(PUFA).

10.3.1 Fraccion de ésteres de colesterol

En esta fraccion, la suplementacion con cascara de pitahaya modific6 de manera
significativa la composicion lipidica sérica. Se observo que los acidos grasos saturados
totales disminuyeron de forma significativa en el grupo CAF + P [25.81 (25.62—40.64) %]
respecto al grupo CAF [46.31 (45.25-62.18) %] (p < 0.01), lo que sugiere un efecto
correctivo sobre la lipotoxicidad inducida por la dieta de cafeteria. Este resultado coincide
con lo reportado por estudios que describen que un exceso de SFA, en especial el acido
palmitico (C16:0), promueve la activacion de la microglia y la expresion de citocinas
proinflamatorias a través de la via TLR4/NF-kB, contribuyendo a la neuroinflamacion y

resistencia a la insulina (Gupta et al., 2012; Sanjay et al., 2022).

En contraste, los MUFA mostraron una tendencia favorable, destacando el aumento
significativo del acido miristoleico (C14:1 n-5) en el grupo CAF+P (3.37 £ 0.87%) frente
al CAF (1.13 £ 0.68%) (p<0.01). Dado que los MUFA, particularmente el acido oleico y
sus homologos de cadena media, poseen propiedades antiinflamatorias y mejoran la
sensibilidad a la insulina mediante la inhibicién de TLR4 y la modulacion de la expresion
génica dependiente de PPAR-a (W. Liu et al., 2024), este cambio podria contribuir a un

entorno metabdlico menos inflamatorio.

Respecto a los PUFA, el grupo CAF+P presentd incrementos significativos en el acido a-
linolénico (C18:3 n-3) [0.88 (0.73 — 1.90) % vs. 0.45 (0.19 — 0.51) %; p < 0.05] y el acido
araquidonico (C20:4 n-6) [39.06 (28.70 —42.9) % vs. 15.73 (14.99 — 17.95) %; p < 0.001],
asi como una mayor sumatoria total de PUFA [55.09 (40.41 — 57.97) %] frente al CAF
[37.24 (29.78 — 37.79) %] (p < 0.05). Si bien un aumento en araquidonico podria implicar
una mayor disponibilidad para mediadores proinflamatorios, este efecto podria
compensarse con el incremento concomitante de acidos grasos n-3, capaces de generar
mediadores especializados proresolutivos (resolvinas, protectinas y maresinas) que
contrarrestan la inflamacién (Serhan et al., 2015; Serhan & Chiang, 2013). En conjunto,

el perfil observado en la fraccion de ésteres de colesterol sugiere una redistribucion
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lipidica hacia un patron menos saturado y mas insaturado, con potencial efecto protector

frente a la neuroinflamacion.

10.3.2 Fraccion de fosfolipidos

En la fraccion de fosfolipidos, los principales acidos grasos identificados fueron C8:0,
C16:0 y C18:0. En esta fracciéon se observé un aumento significativo de los acidos
palmitico y estearico en el grupo CAF + P (3249 + 0.78 % y 29.98 + 2.60 %,
respectivamente) respecto al grupo CAF (23.71 £ 2.61 % y 22.39 + 2.58 %) (p < 0.001),
mientras que el acido caprilico (C8:0) fue significativamente menor en el grupo CAF + P
(1.13 £ 0.44 %) frente a CAF (4.16 £ 1.67 %) (p < 0.01). Este hallazgo puede reflejar
diferencias en la redistribucion de acidos grasos entre compartimentos lipidicos, ya que
los fosfolipidos constituyen la base estructural de las membranas celulares, donde el
aumento de SFA podria estar compensando la disminucion observada en la fraccién de
ésteres de colesterol. En este sentido, estudios previos han mostrado que la
incorporacion de SFA en membranas no necesariamente implica disfunciéon si ocurre
junto a un incremento de PUFA que mantiene la fluidez y la funcién sinaptica (Bazinet &
Laye, 2014; Dighriri et al., 2022; McNamara et al., 2018).

Respecto a los PUFA, se observé una disminucion significativa del y-linolénico (C18:3 n-
6) y del docosapentaenoico (C22:5 n-3) en el grupo CAF + P (0.36 £ 0.17 % y 0.32 £ 0.15
%, respectivamente) frente al grupo CAF (2.39 + 0.95 % y 1.47 £ 0.16 %) (p < 0.01),
mientras que la suma total de PUFA no mostré diferencias significativas. Sin embargo, el
contenido de acidos grasos n-3 fue significativamente menor en el grupo suplementado
[3.55 (1.42 — 3.88) %] respecto al CAF [5.90 (5.20 — 6.35) %] (p < 0.05), acompafiado de
una reduccion en los n-6 (18.82 + 9.98 % vs. 30.73 + 1.83 %; p < 0.05), lo que podria
reflejar un equilibrio lipidico mas estable y menos proinflamatorio al disminuir la
disponibilidad de sustratos para la sintesis de eicosanoides derivados del acido
araquidonico (Sanjay et al., 2022; Swanson et al., 2012).

10.3.3 Implicaciones fisiologicas e integracion mecanistica

El equilibrio entre SFA, MUFA y PUFA es un determinante clave de la homeostasis
metabdlica y la inflamacion cerebral (Dighriri et al., 2022). Los resultados del presente
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estudio sugieren que la suplementacion con cascara de pitahaya disminuyo
significativamente la proporcion total de SFA y aumentd la de PUFA en la fraccion de
ésteres de colesterol, lo que puede contribuir a una menor activacion de vias
proinflamatorias. Este patron, junto con la reduccion de LPS séricos y de TNF-a
hipotalamico observada, refuerza la hipétesis de que el perfil lipidico sérico participa

activamente en la modulacion de la neuroinflamacion.

Los PUFA n-3, como el a-linolénico y sus derivados, son precursores de mediadores
proresolutivos que reducen la activacion microglial y promueven la reparacion neuronal
(Serhan et al., 2015; Serhan & Chiang, 2013). Ademas, los MUFA pueden inhibir la
activacion de TLR4 y NF-kB inducida por SFA, mejorando la sensibilidad a la insulina y
reduciendo el estrés oxidativo (W. Liu et al., 2024; Neto et al., 2023). En conjunto, estos
mecanismos apuntan a que la cascara de pitahaya podria ejercer efectos
neuroprotectores indirectos mediante la mejora del perfil lipidico y la reduccion de

sefales inflamatorias periféricas que alcanzan el cerebro.

Asimismo, la accion fermentativa de los SCFA derivados de la fibra soluble podria influir
indirectamente en la redistribucién lipidica, modulando enzimas hepaticas involucradas
en la sintesis y oxidacion de PUFA, lo que fortaleceria el vinculo entre la modulacién
intestinal y los cambios metabdlicos observados a nivel sérico (Caetano-Silva et al.,
2023).

10.4 Eje intestino-cerebro

En conjunto, los hallazgos sugieren una interaccion funcional entre los efectos periféricos
y centrales asociados con la suplementacién con cascara de Hylocereus undatus en
ratas alimentadas con dieta tipo cafeteria. La reduccién de los niveles séricos de LPS, la
menor expresion hipotalamica de TNF-a y la mejora del perfil lipidico respaldan la
hipétesis de que la modulacion de la microbiota intestinal y el mantenimiento de la
integridad de la barrera intestinal podrian contribuir a la atenuaciéon de la
neuroinflamacion inducida por dietas ricas en grasas y azucares. Esta interpretacion es

coherente con evidencia de que la endotoxemia metabdlica y la activacion de TLR4
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contribuyen a inflamacion central en modelos de dieta alta en grasa (Chmielarz et al.,
2024; Dalby et al., 2018; Malesza et al., 2021).

En este contexto, la fibra soluble presente en la cascara de pitahaya, principalmente
pectina, podria haber favorecido la produccién de SCFA, particularmente butirato y
propionato, los cuales ejercen efectos antiinflamatorios sistémicos y centrales al activar
la via AMPK y suprimir NF-kB (Martin-Gallausiaux et al., 2021; O’Riordan et al., 2022;
Silva et al., 2020). Estos metabolitos, ademas, modulan la funcién de las células gliales
y la integridad de la BHE, fortaleciendo la comunicacion intestino—cerebro a través de
rutas neuroinmunes y metabolicas (Carloni & Rescigno, 2023; Kearns, 2024). En
paralelo, datos preclinicos muestran que la pectina o sus oligosacaridos reducen LPS
plasmatico y la inflamacién asociada a dietas altas en grasa (Church et al., 2023; Kadyan
etal.,, 2023; Matt etal.,, 2018; Shi etal.,, 2021). Asimismo, la suplementacién con
prebidticos clasicos (inulina, FOS/GOS) aumenta los SCFA, mejora parametros
metabdlicos y atenua la neuroinflamacion en modelos animales, incluyendo reduccion de
la reactividad microglial o de la secrecion de TNF-a por microglia (Caetano-Silva et al.,
2023; Gonzalez-Velazquez et al., 2024).

De forma complementaria, la reduccién de los acidos grasos saturados y el incremento
de los poliinsaturados observados en la fraccion de ésteres de colesterol refuerzan la
idea de que un entorno lipidico mas insaturado favorece la resolucion de la inflamacion

y la estabilidad neuronal (McNamara et al., 2018; Sanjay et al., 2022).

De manera global, los hallazgos apoyan un modelo integrador en el que la
suplementacién con cascara de pitahaya podria contrarrestar los efectos metabdlicos e
inflamatorios de la dieta tipo cafeteria mediante la reduccién de la endotoxemia
metabdlica, la modulacion de citocinas proinflamatorias hipotalamicas y la optimizacion
del equilibrio sérico entre SFA, MUFA y PUFA. Este modelo (representado en la figura

15) puede resumirse como:
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Figura 15. Efecto de la suplementacién con cascara de pitahaya (Hylocereus undatus)
sobre la interaccion microbiota intestinal-cerebro en ratas alimentadas con dieta de
cafeteria. La fibra soluble (pectina) presente en la cascara de pitahaya modula
favorablemente la microbiota intestinal, promoviendo la produccion de acidos grasos de
cadena corta (SCFA) y reduciendo los niveles séricos de lipopolisacaridos (LPS). Esta
disminucién en la endotoxemia metabdlica atenua la activacion de la via TLR4/NF-kB en
el hipotalamo, lo que conlleva una menor expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-
a, IL-1B) y una mejora en el perfil lipidico sérico, caracterizado por un incremento en
acidos grasos insaturados. En conjunto, estos efectos contribuyen a una menor
respuesta inflamatoria sistémica y neuroinflamacién asociada con la dieta tipo occidental.
Adaptada de (Caetano-Silva et al., 2023; Guo et al., 2021b; Li et al., 2018; O’Riordan
et al., 2025).

Aunque no fueron encontraron estudios previos que evallen especificamente la cascara
de H. undatus sobre la neuroinflamacion, los presentes resultados coinciden con los
descritos para otros prebioticos ricos en fibra soluble. Por ejemplo, la pectina y sus

oligogalacturénicos disminuyen LPS y mejoran parametros inflamatorios/metabdlicos

77



bajo dietas altas en grasa (Church et al., 2023). A su vez, la inulina y los FOS/GOS elevan
SCFA, modulan sefializacion insulinica central y reducen neuroinflamacion en modelos
obesogénicos o neuromodelos (Caetano-Silva et al., 2023; Gonzalez-Velazquez et al.,
2024). En resumen, la modulacion de la microbiota y sus metabolitos ofrece una posible
via para explicar la reduccion de LPS, la atenuacion de TNF-a hipotalamico y la mejora

del ambiente lipidico sérico observadas en este estudio.

Por otro lado, los resultados relacionados con la mejora del perfil lipidico concuerdan con
los descritos por Neto et al. (2023), quienes documentaron que una reduccion en la
proporcion de acidos grasos saturados y un aumento en los poliinsaturados n-3 se
asocian con una menor activacion de la microglia y una mejor respuesta neuroprotectora.
En conjunto, esto fortalecen la hipétesis de que la modulacion de lipidos séricos y de la
inflamacion hipotalamica puede estar mediada por cambios en la microbiota y sus
metabolitos, aun cuando la fuente de fibra o el modelo experimental difieran (Neto et al.,
2023).

Entre las principales fortalezas de este trabajo destaca el uso de una dieta de cafeteria,
que representa con mayor realismo los habitos alimentarios contemporaneos asociados
a la obesidad y la disbiosis intestinal, en contraste con las dietas tradicionalmente
utilizadas en modelos experimentales (De La Garza etal, 2022). Asimismo, la
evaluacion simultanea de parametros periféricos como LPS vy perfil lipidico sérico, y
centrales como la expresion génica hipotalamica, aporta una vision integradora del eje
intestino—cerebro. Finalmente, este estudio constituye la primera evidencia experimental
sobre los efectos de la cascara de Hylocereus undatus en la modulacién de la
neuroinflamacion, contribuyendo a la valorizacién de subproductos con potencial

funcional.

A pesar de los resultados obtenidos, es importante considerar algunas limitaciones al
interpretar los hallazgos. En este estudio no se evalud directamente la composicion de
la microbiota intestinal ni la concentracion de SCFA. Sin embargo, investigaciones
previas en el mismo modelo experimental (Martinez-Tamez, 2021) han reportado que la

suplementacién con cascara de pitahaya incrementa la diversidad microbiana intestinal,
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favorece taxones benéficos como Lactobacillales y Lactobacillaceae y reduce Prevotella.
Estos antecedentes sugieren que la fermentacion de la fibra soluble podria estar

relacionada con la modulacién del eje intestino-cerebro observada.

Asimismo, el periodo de intervencion podria haber sido insuficiente para generar cambios
mas pronunciados en ciertos parametros, como la expresion de genes antiinflamatorios
o la composicion lipidica sérica, particularmente en metabolitos de regulacion lenta. Sin
embargo, la reduccion significativa observada en 113 y Tnfa sugiere que la respuesta
antiinflamatoria puede manifestarse incluso en periodos relativamente cortos, aunque
extender la duracion del tratamiento permitiria evaluar la estabilidad y progresion

temporal de estos efectos con mayor precision en la respuesta antiinflamatoria.

Otra limitacion relevante es que solo se emplearon ratas macho, lo que, si bien permitié
reducir la variabilidad hormonal en los marcadores inflamatorios, restringe la
extrapolacion de los resultados a poblaciones femeninas. Dado que existen diferencias
sexuales documentadas en la respuesta inmunometabdlica y en la composicion de la
microbiota intestinal, estudios futuros deberian considerar ambos sexos para
comprender posibles variaciones en la sensibilidad al tratamiento (Bobotis et al., 2023;

JaSarevic et al., 2016).

Finalmente, el estudio se centrd exclusivamente en la region hipotalamica, sin evaluar
otras estructuras cerebrales implicadas en la neuroinflamacién asociada a obesidad,
como el hipocampo o la corteza prefrontal (Guillemot-Legris & Muccioli, 2017; Thaler
et al., 2012). Ampliar el analisis a estas regiones podria aportar una vision mas integral
sobre los efectos neuroprotectores de la cascara de pitahaya y su relevancia en la funcién

cognitiva y emocional.

Los resultados del presente estudio tienen implicaciones relevantes tanto en el ambito
fisiopatolégico como en el nutricional-aplicado. Desde una perspectiva biolégica, los
hallazgos aportan evidencia de que la cascara de pitahaya puede modular procesos
inflamatorios centrales a través de mecanismos mediados por el eje intestino—cerebro,
actuando sobre variables clave como la permeabilidad intestinal, la endotoxemia

metabdlica y la expresidén de citocinas proinflamatorias en el hipotdlamo. Este efecto
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sugiere que los componentes fermentables de la cascara, particularmente la fibra soluble
tipo pectina, podrian desempefar un papel prebiotico (Church et al., 2023; Zhang et al.,
2025).

En el contexto nutricional, estos resultados respaldan la viabilidad de la cascara de
Hylocereus undatus como ingrediente funcional o suplemento dietético, orientado a
prevenir o mitigar las alteraciones inflamatorias y metabdlicas inducidas por dietas tipo
occidental. La incorporacién de este tipo de subproductos en formulaciones alimentarias
podria contribuir a reducir el desperdicio agroalimentario y, al mismo tiempo, generar

productos con valor afiadido dirigidos al mantenimiento de la salud intestinal y cerebral.

Desde una perspectiva de investigacion, futuros estudios deberian profundizar en la
caracterizacion de los mecanismos involucrados, integrando analisis metagendémicos y
metaboldmicos que permitan correlacionar los cambios en la composicion microbiana y
la produccion de SCFA con los efectos observados en los niveles séricos de LPS, la
expresion génica hipotalamica y el perfil lipidico. Asimismo, seria pertinente evaluar la
respuesta en modelos que incluyan ratas hembra y periodos de suplementacion mas
prolongados, con el fin de identificar posibles diferencias asociadas al sexo y determinar

la sostenibilidad de los efectos a largo plazo.

Adicionalmente, la evaluacion de otras regiones cerebrales, como el hipocampo o la
corteza prefrontal, permitiria explorar la influencia de la cascara de pitahaya en procesos
cognitivos y emocionales, ampliando la comprensiéon de su potencial neuroprotector
(Guillemot-Legris & Muccioli, 2017; Thaler et al., 2012). Finalmente, la validacion de
estos hallazgos en modelos clinicos humanos representaria un paso esencial para
establecer su aplicabilidad traslacional, abriendo la posibilidad de desarrollar estrategias
alimentarias basadas en subproductos vegetales para modular la inflamacién y promover

la salud cerebral.

En conjunto, los hallazgos del presente estudio sugieren que la suplementaciéon con
cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) podria ejercer un efecto modulador sobre el
eje intestino-cerebro en un contexto de neuroinflamacion inducida por dieta tipo cafeteria.

La reduccién significativa de los niveles séricos de LPS y la menor expresion
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hipotalamica de Tnfa sugieren una posible atenuacién de la respuesta inflamatoria
central, potencialmente asociada con la via TLR4/NF-kB. Adicionalmente, la mejora en
el perfil lipidico sérico, caracterizada por una menor proporcion de acidos grasos
saturados y un aumento de poliinsaturados, respalda la existencia de un mecanismo

integrador entre la modulacion intestinal, la regulacion metabdlica y la neuroproteccion.

Estos hallazgos posicionan a la cascara de H. undatus como una fuente prometedora de
fibra soluble y compuestos bioactivos con potencial prebidtico, ofreciendo una alternativa
innovadora dentro de las estrategias de valorizacién de subproductos agroindustriales
(Galanakis, 2020; Khalid et al., 2025). Su capacidad para modular la endotoxemia
metabdlica y los marcadores neuroinflamatorios contribuye a ampliar el conocimiento
sobre como los componentes de origen vegetal pueden influir en la comunicacion
intestino—cerebro, un campo emergente de gran relevancia en la prevencion de

enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas.

Finalmente, este estudio constituye un primer acercamiento al uso de la cascara de
pitahaya como agente neuroprotector indirecto, sentando las bases para futuras
investigaciones que integren analisis metaboldmicos y clinicos. En conjunto, los
resultados fortalecen la evidencia del papel de la nutricibn basada en subproductos
vegetales como estrategia sostenible y efectiva para modular la inflamacion sistémica y
cerebral, aportando asi un nuevo enfoque en la conexidn entre salud intestinal,

metabolismo y neurociencia.
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1.

11. CONCLUSION

La suplementacion con cascara de pitahaya (Hylocereus undatus) redujo
significativamente los niveles séricos de lipopolisacaridos (LPS) en ratas
alimentadas con dieta tipo cafeteria, lo que sugiere un efecto protector frente a la
endotoxemia metabdlica asociada al consumo elevado de grasas y azucares. Este
hallazgo respalda el posible papel de la fibra soluble presente en la cascara en el
mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal y en la disminucion de la
translocacion de endotoxinas hacia la circulacion sistémica, en concordancia con

la modulacion microbiana descrita previamente.

A nivel central, la suplementacion con cascara de pitahaya (H. undatus) atenud la
respuesta neuroinflamatoria inducida por la dieta de cafeteria, evidenciada por la
reduccion significativa en la expresion hipotalamica de 113 y Tnfa. Estos
resultados sugieren un posible efecto antiinflamatorio relacionado con la
modulacién de la via TLR4/NF-kB y con la accion de metabolitos derivados de la

fermentacion de la fibra soluble, como los acidos grasos de cadena corta

En relacion con el perfil lipidico sérico, la suplementacién con cascara de pitahaya
(H. undatus) disminuyé la proporcion total de acidos grasos saturados (SFA) e
incrementd los poliinsaturados (PUFA), particularmente el acido a-linolénico
(C18:3 n-3) y el araquiddnico (C20:4 n-6) en la fraccidon de ésteres de colesterol.
Este cambio sugiere una redistribucion lipidica hacia un patrén potencialmente
mas favorable desde el punto de vista metabdlico, que podria contribuir

indirectamente a la regulacion inflamatoria y a la neuroproteccion.

En conjunto, los resultados permiten proponer un modelo integrador en el que la
cascara de Hylocereus undatus podria ejercer efectos neuroprotectores indirectos
mediante la modulacion del eje intestino-cerebro, la disminucion de la
endotoxemia metabdlica, la atenuacion de la activacion inflamatoria hipotalamica

y la mejora del equilibrio lipidico sérico.
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5. Este estudio aporta evidencia experimental sobre el potencial funcional de la
cascara de H. undatus como ingrediente con caracteristicas prebiéticas y posibles
efectos sobre la neuroinflamacién inducida por dieta tipo occidental,
proporcionando bases cientificas para futuras investigaciones orientadas a su
aplicacién en estrategias de nutricion preventiva frente a alteraciones metabdlicas

y neuroinflamatorias.
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