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RESUMEN 

La proporción cada vez mayor de grasa y azúcares en la dieta occidental ha contribuido 

al aumento de la incidencia de enfermedades metabólicas como la obesidad. Por lo que, 

con el objetivo de evaluar el impacto metabólico y sobre la función intestinal de este tipo 

de dieta en un modelo animal de obesidad, se alimentaron ratas Wistar macho con una 

dieta estándar de laboratorio (SD) o una dieta rica en grasa (20%) y fructosa (20%) 

(HFFD). Después de 16 semanas de alimentación, se encontró que el peso corporal de 

las ratas HFFD fue un 14.63 ± 3.88% más alto que el del grupo SD (p<0.05), así como 

su IMC (p<0.005) e índice de Lee (p<0.05), indicando desarrollo de obesidad en estos 

animales. La glucosa en sangre a los 30, 60, 90 y 120 min fue más alta que la del grupo 

SD (p≤0.005) durante la administración por canulación intragástrica. Así mismo, el AUC 

fue 32.51% mayor en el grupo HFFD (p≤0.005), indicando intolerancia a la glucosa. El 

nivel de colesterol total fue de 84.62 ± 10.17 mg/dL, el de triglicéridos de 134.65 ± 9.20 

mg/dL y el de glucosa de 130.94 ± 16.26 mg/dL para el grupo HFFD, lo que indicó el 

desarrollo de hipertrigliceridemia e hiperglucemia. Por otro lado, no hubo cambios 

significativos en la biometría hemática de los animales del grupo HFFD. Sin embargo, la 

IRM indicó que los animales del grupo HFFD presentaron tres veces más grasa visceral 

(p=0.0003) y dos veces más grasa subcutánea (p=0.008) que el grupo SD. Asimismo, el 

peso del hígado aumentó 21.14% (p<0.005) en el grupo HFFD, mientras que la 

proporción del peso del intestino y el colón con respecto al peso corporal del animal 

disminuyeron 19.7% (p<0.05) y 18% (p<0.05), respectivamente, lo cual es indicativo de 

posibles desregulaciones metabólicas e intestinales asociadas a obesidad. 

Adicionalmente, el ensayo de permeabilidad intestinal con FICT-dextrano reveló un 

drástico aumento de ésta en el grupo HFFD (p≤0.005), lo cual ha sido asociado a 

disbiosis intestinal. Finalmente, se cultivaron bacterias intestinales a partir de heces de 

rata en medios de cultivo especializados para el aislamiento de Clostridium spp., 

Bacteroidetes spp. y Lactobacillus spp. A mediano plazo se busca asociar cambios en la 

presencia de estas bacterias en los intestinos de ratas alimentadas con la dieta 

hipercalórica de esta tesis. 

 

Palabras clave: obesidad, dieta alta en grasa y fructosa, alteraciones metabólicas, 

disbiosis y permeabilidad intestinal.  



 
 

SUMMARY 

The increasing proportion of fat and sugars in the Western diet has contributed to the 

increased incidence of metabolic diseases such as obesity. Therefore, with the aim of 

evaluating the metabolic and intestinal impact of this type of diet in an animal model of 

obesity, male Wistar rats were fed a standard laboratory diet (SD) or a high-fat (20%) and 

fructose (20%) diet (HFFD). After 16 weeks of feeding, it was found that the body weight 

of the HFFD rats was 14.63 ± 3.88% higher than that of the SD group (p<0.05), as well 

as their BMI (p<0.005) and Lee index (p<0.05), indicating the development of obesity in 

these animals. Blood glucose at 30, 60, 90 and 120 min was higher than that of the SD 

group (p≤0.005) during administration by intragastric cannulation. Similarly, the AUC was 

32.51% higher in the HFFD group (p≤0.005), indicating glucose intolerance. Total 

cholesterol level was 84.62 ± 10.17 mg/dL, triglycerides 134.65 ± 9.20 mg/dL and glucose 

130.94 ± 16.26 mg/dL for the HFFD group, indicating the development of 

hypertriglyceridemia and hyperglycemia. On the other hand, there were no significant 

changes in the hematic biometry of the animals in the HFFD group. However, the MRI 

indicated that the animals of the HFFD group presented three times more visceral fat 

(p=0.0003) and two times more subcutaneous fat (p=0.008) than the SD group. Likewise, 

the weight of the liver increased 21.14% (p<0.005) in the HFFD group, while the proportion 

of the weight of the intestine and the colon with respect to the body weight of the animal 

decreased by 19.7% (p<0.05) and 18% (p <0.05), respectively, which is indicative of 

possible metabolic and intestinal dysregulations associated with obesity. Additionally, the 

intestinal permeability test with FICT-dextran revealed a drastic increase in it in the HFFD 

group (p≤0.005), which has been associated with intestinal dysbiosis. Finally, intestinal 

bacteria were cultured from rat feces in specialized culture media for the isolation of 

Clostridium spp., Bacteroidetes spp. and Lactobacillus spp. In the medium term, we seek 

to associate changes in the presence of these bacteria in the intestines of rats fed with 

the hypercaloric diet of this thesis. 

 

Keywords: obesity, diet high in fat and fructose, metabolic disorders, dysbiosis and 

intestinal permeability.  
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I. INTRODUCCIÓN 

La proporción cada vez mayor de grasa y azúcares en la dieta occidental se considera 

uno de los principales factores desencadenantes de las alteraciones metabólicas que 

conllevan al desarrollo de enfermedades como la obesidad (Serino et al., 2012). Esta 

patología se ha convertido en un problema mundial que afecta la salud tanto de niños 

como de adultos, y representa uno de los factores de riesgo más importantes para el 

desarrollo de enfermedades crónicas no transmisibles como dislipidemias, hipertensión 

y diabetes tipo 2 (Serino et al., 2012).  

La obesidad se define como la acumulación excesiva de grasa corporal ocasionada por 

un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, por lo que los hábitos dietéticos 

son uno de los principales factores que desencadenan esta condición (Martínez et al., 

2002). Esto ha hecho necesaria la investigación sobre las repercusiones para la salud de 

la ingesta prolongada de dietas con una alta proporción grasa y azúcares, mediante el 

desarrollo de modelos animales que permitan estudiar los efectos de este tipo de 

patrones alimenticios sobre la composición corporal, el metabolismo y la función 

intestinal. 

La obesidad también se caracteriza por la aparición de una inflamación generalizada leve 

y la producción de cambios en la microbiota del intestino (Forte et al., 2020). Esta última 

tiene un rol fundamental en el metabolismo del huésped, ya que ayuda a degradar los 

nutrientes que de otro modo serían indigeribles (Forte et al., 2020). Además, debido a 

que contribuye con el incremento de las reservas energéticas del huésped y la 

modulación de actividades hormonales a través de la producción de varios metabolitos, 

es capaz de influir en el metabolismo de la glucosa (Scheithauer et al., 2020). En este 

sentido, los desequilibrios en la microbiota intestinal pueden desencadenar procesos 

patológicos como la intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina hepática, aumentos 

de depósitos de grasa visceral y modificaciones del tejido adiposo blanco (Cani et al., 

2007; Backhed et al., 2004). Por estas razones, la microbiota intestinal se ha perfilado 

como un factor para el desarrollo de la obesidad (Lecomte et al., 2015), lo cual ha 

expuesto la necesidad de desarrollar métodos que permitan el aislamiento y la detección 

de cambios en la abundancia de especies bacterianas asociadas con esta enfermedad. 
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En esta tesis se empleó un modelo animal para estudiar el impacto sobre el metabolismo 

y la función intestinal del consumo prolongado de una dieta alta en grasa y fructosa 

(HFFD), con el fin de contribuir a comprender de forma más eficiente sus efectos 

perjudiciales sobre la salud. Además, se cultivaron bacterias intestinales aisladas de 

heces de rata en medios específicos para Clostridium spp., Bacteroidetes spp. y 

Lactobacillus spp. Ésto con el objetivo de que en estudios posteriores sea posible 

relacionar las alteraciones de la función intestinal observadas en este modelo de 

obesidad con la disbiosis de especies bacterianas pertenecientes a dichos géneros. 

 

II. ANTECEDENTES 

 

2.1. Relación entre dieta y obesidad 

La obesidad es una enfermedad compleja que resulta de la mezcla de factores genéticos, 

metabólicos, hormonales, ambientales y conductuales (Martínez et al., 2002). Sin 

embargo, el estilo de vida y la dieta son algunos de los principales factores 

desencadenantes de esta patología, sino es que los más relevantes. Las personas que 

consumen dietas altas en grasas (HFD), especialmente en ácidos grasos saturados, 

corren un mayor riesgo de padecer obesidad (Oyindasola, 2021). Del mismo modo, el 

consumo cotidiano de bebidas y alimentos ricos en azúcares está relacionado con el 

incremento de peso y tejido adiposo, principalmente visceral (Oyindasola, 2021). 

 

Cuando la ingesta de energía excede el gasto energético se produce la obesidad. Las 

dietas ricas en grasas y azúcares, aportan una mayor proporción de energía que en las 

que predomina el consumo de carbohidratos complejos y proteínas (Serra-Majem & 

Bautista-Castaño, 2013). Además, comúnmente las proporciones de grasas y 

carbohidratos complejos en la dieta se encuentran inversamente relacionadas 

(Oyindasola, 2021). Las dietas con un contenido de grasas bajo o moderado y altas en 

carbohidratos complejos (HCCD), tienden a aportar menos calorías que las HFD bajas 

en carbohidratos complejos (Oyindasola, 2021). Adicionalmente, los estudios en 

animales indican que las HFD provocan un efecto de menor saciedad en comparación 

con el que generan las HCCD, lo que conduce a una mayor ingesta de alimentos y el 

consecuente aumento de peso (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013).  
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El aumento del porcentaje de grasa y azúcares de la dieta también se asocia con un 

índice de masa corporal (IMC) elevado (Oyindasola, 2021). Esto se debe a que las HFD 

contribuyen al incremento de los depósitos de tejido graso del individuo (Martínez et al., 

2002); ya que cuando hay un exceso de energía proveniente de la dieta, el organismo 

favorece su almacenamiento en forma de lípidos, por ser macromoléculas con mayor 

densidad energética (9.3 Kcal/g) que la de los carbohidratos (3.79 Kcal/g) o las proteínas 

(3.12 Kcal/g) (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013). Además, el costo calórico de 

almacenar energía en forma de grasas es menor (3%), comparado al de hacerlo en forma 

de carbohidratos (28%) o proteínas (24%) (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013). Por 

otro lado, las dietas ricas en fibra y alimentos de origen vegetal contribuyen al control del 

peso corporal, por lo que las HCCD (≥ 50% de la ingesta energética total) se han asociado 

con la reducción del IMC en individuos sanos (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013). 

En este sentido, la dieta mediterránea, caracterizada por el consumo de grandes 

cantidades de verduras, frutas, leguminosas, frutos secos, pan y pastas integrales; una 

moderada ingesta de aves, pescados, mariscos, huevos y productos lácteos; y un bajo 

consumo de carnes rojas; es considerada como el modelo alimentario más saludable del 

mundo (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013). Los países que siguen este patrón 

alimentario presentan tasas de morbilidad por enfermedades crónicas más bajas y mayor 

esperanza de vida que aquellos países con un patrón dietético occidental, en el que 

predomina el consumo de productos de origen animal y alimentos procesados ricos en 

grasas saturadas, trans y azúcares (Oyindasola, 2021). Por consiguiente, la dieta 

occidental contribuye a elevar el LDL-C y reducir el HDL-C, lo cual incrementa el riesgo 

de padecer enfermedades cardiovasculares o sufrir un evento cerebrovascular 

(Oyindasola, 2021). Actualmente, se ha llegado a la conclusión de que las dietas bajas 

en grasa y ricas en fibra y carbohidratos complejos son las más adecuadas para prevenir 

la obesidad y otras enfermedades relacionadas como la diabetes tipo 2 y el síndrome 

metabólico (Serra-Majem & Bautista-Castaño, 2013; Oyindasola, 2021; Becerril-Campos, 

et al. 2022). 

2.2. Dietas altas en grasa y fructosa en ratas 

En modelos animales, el consumo prolongado de una HFFD puede inducir cambios 

fisiológicos, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hiperleptinemia, alteraciones de la 
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función intestinal, endotoxemia metabólica y una leve inflamación sistémica crónica; lo 

cual es similar a lo ocurre en la obesidad humana y el síndrome metabólico (Hamilton et 

al., 2015; Marques et al., 2015). Las cepas de roedores más utilizadas para estudiar la 

fisiopatología de estas enfermedades son Wistar y Sprague-Dawley (SD), debido a su 

susceptibilidad para ganar peso y desarrollar resistencia a la insulina, además de que el 

tamaño de los individuos adultos facilita la toma de muestras y la evaluación de algunos 

parámetros metabólicos (Marques et al., 2015). Sin embargo, la cepa Wistar manifiesta 

los efectos de la ingesta de una dieta hipercalórica en mayor magnitud y en un menor 

tiempo que la cepa SD, además de que posee una mayor capacidad para acumular tejido 

adiposo (Marques et al., 2015).  

 

En una revisión sobre el uso de roedores como modelos experimentales para estudiar la 

obesidad, se encontró que la mayoría de los estudios optan por emplear roedores machos 

de 21 días o más de edad, que el tipo de dieta más utilizado para inducir obesidad es la 

HFD (40-60% de grasa), y que el periodo de administración de la misma generalmente 

va de 11 a 16 semanas (Fernandes et al., 2016). Además, se ha visto que los roedores 

muestran una clara preferencia por dietas con porcentajes de grasa entre 20-45% sobre 

dietas estándar con 10% de grasa (Kasper et al., 2014). 

 

En cuanto a la composición de las HFD, se observó que la mayoría utilizaban manteca 

de cerdo o aceite de soya, y que aquellas compuestas por un 40-60% de grasa animal, 

logran la inducción de obesidad más eficiente en todos los linajes de roedores (Fernandes 

et al., 2016). Además, se encontró que las dietas con una proporción de lípidos del 60%, 

no solo conllevaban a un drástico aumento de peso y porcentaje de grasa epididimaria 

en los animales, sino al desarrollo de hiperglucemia, tolerancia a la glucosa y resistencia 

la insulina (Fernandes et al., 2016). Debido a estas razones, en muchos experimentos se 

opta por utilizar HFD del 60% para reducir el tiempo de engorde y los costos de 

mantenimiento (Speakman, 2019). Sin embargo, las dietas occidentales típicas contienen 

proporciones de grasa entre el 36 y 40%, por lo que, se ha planteado que los modelos 

con HFD del 45% podrían ser los más adecuados para relacionar las alteraciones 

fisiológicas observadas en roedores con la obesidad humana (Speakman, 2019). 
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Por otro lado, los modelos de obesidad inducida por una dieta rica en carbohidratos 

(HCD), generalmente contienen una proporción carbohidratos simples (sacarosa, 

fructosa y almidón de maíz) del 60-70% (Fernandes et al., 2016). Este tipo de dietas 

también pueden provocar alteraciones fisiológicas y metabólicas relacionadas con la 

obesidad, como son el aumento del peso corporal, los niveles de triglicéridos y glucosa 

en sangre, así como de la hipertensión (Fernandes et al., 2016). Además de lo anterior, 

se ha documentado que las HCD, pueden promover el aumento de tamaño del hígado 

(Lalanza et al., 2014). 

 

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, se ha llegado a la conclusión que, 

aunque los diferentes tipos de dietas pueden provocar efectos fisiológicos similares, el 

impacto sobre la respuesta metabólica puede ser significativamente diferente (Kasper et 

al., 2014). Además de la proporción de grasa, el contenido de sacarosa de la dieta juega 

un papel clave en el fenotipo metabólico que el animal desarrolla (Speakman, 2019). En 

las HFD, la relación entre ambos componentes dietéticos generalmente es inversamente 

proporcional para equilibrar la composición nutricional de la dieta y ajustarla a las 

preferencias alimentarias de los animales, así como para evitar efectos metabólicos no 

deseados (Speakman, 2019). Por lo que, el contenido de sacarosa de las HFD con 60% 

de grasa, tiende a ser menor que el de las HFD con 45% de grasa, y éste a su vez es 

menor que el de la dieta estándar con 10% de grasa (Speakman, 2019). Esto resulta 

inconveniente, si lo que se busca es emular la composición de una dieta occidental, en 

la que predomina el consumo de alimentos ricos en grasa y azúcares (Oyindasola, 2021). 

Por lo que, se requiere que los modelos animales actuales que busquen reproducir con 

mayor fidelidad las alteraciones fisiológicas y metabólicas asociadas a los hábitos 

alimentarios occidentales, consigan equilibrar las proporciones de grasa y azúcares de 

las dietas experimentales. 

 

2.3. Alteraciones fisiológicas y metabólicas en ratas asociadas al consumo de una 

HFFD  

En modelos animales el consumo prolongado de una HFD se ha asociado con cambios 

fisiológicos y metabólicos que guardan similitud con los observados en la obesidad 

humana, entre ellos, el aumento de los depósitos de tejido adiposo corporal (Hamilton et 
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al., 2015; Martínez et al., 2002). El tejido adiposo es una clase de tejido conectivo formado 

por adipocitos; que almacena la grasa obtenida de la dieta en forma de triglicéridos, en 

un proceso denominado lipogénesis, los cuales posteriormente son liberados como 

glicerol y ácidos grasos en sangre, lo que se conoce como lipólisis (Frigolet & Gutiérrez-

Aguilar, 2021). 

 

Existen dos tipos de tejido adiposo (blanco y marrón) cuya función está determinada por 

su distribución en el cuerpo (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2021). El tejido adiposo blanco 

(TAB) capta los ácidos grasos de la dieta que son transportados mediante lipoproteínas 

(VLDL y quilomicrones) en la sangre, que contribuyen a la acumulación de lípidos en los 

tejidos y órganos (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2021). Gracias a este proceso, el TAB 

funge como reservorio energético del organismo (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2021). 

Además, el TAB secreta adipocinas que intervienen en el metabolismo, como la leptina 

(hormona reguladora del consumo dietético), adiponectina (hormona supresora de la 

gluconeogénesis hepática, lo que aumenta la sensibilidad a la insulina) y la resistina 

(hormona que promueve la resistencia a la insulina y reduce la tolerancia a la glucosa) 

(Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2021). Estas hormonas actúan como señales endocrinas 

del sistema de regulación de la acumulación de grasa corporal o lipostato (Gil, 2002). 

 

Por otro lado, el tejido adiposo marrón (TAM) se especializa en la producción de energía 

a través de la oxidación de lípidos (Gil, 2002). Esta energía es disipada a través de la 

termogénesis y contribuye a regular la temperatura corporal (Gil, 2002). En los roedores 

el TAM es escaso, pero permanece constante durante toda la vida del individuo y se 

localiza en regiones superficiales (cervical, interescapular y axial) o profundas (perirrenal, 

pericárdica e inguinal). Mientras que, la mayor proporción de grasa corporal corresponde 

al TAB (Gil, 2002). El tejido adiposo adiposo subcutáneo (TAS) es el más abundante, 

seguido por el tejido adiposo visceral (TAV) que circunda a los órganos, especialmente a 

los riñones (perirrenal), corazón (epi y pericárdico), vasos sanguíneos (perivascular), 

intestinos (mesentérico y omental) y gónadas (epididimal y parametrial) (Frigolet & 

Gutiérrez-Aguilar, 2021). Se ha demostrado que, en modelos murinos de obesidad 

inducida a través de la dieta, los adipocitos marrones se convierten en blancos, por lo 
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que, la presencia de un mayor número de adipocitos marrones en TAB se ha relacionado 

con un riesgo más bajo de desarrollar obesidad (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2021). 

 

Otras alteraciones metabólicas asociadas a la obesidad son los desequilibrios de los 

sistemas encargados de la producción y consumo de glucosa (Zhang et al., 2015). Estos 

desbalances afectan la concentración sanguínea de glucosa, así como el apetito del 

individuo, por ejemplo, se ha visto que en ratas la sensación de hambre aumenta cuando 

la glucemia cae un 10% (Hernández-Jiménez, 2004). Sin embargo, la glucosa no modula 

de forma directa el apetito, sino la insulina (Zhang et al., 2015).  

 

La insulina es una hormona secretada por las células beta del páncreas que permite a 

las células asimilar la glucosa plasmática (Rodríguez, 2003). En condiciones normales, 

cuando el organismo obtiene glucosa a través de la dieta y se produce la hiperglucemia, 

el nivel basal de insulina aumenta, lo cual contribuye a promover la sensación de 

saciedad (Rodríguez, 2003; Rosado et al., 2006). Por el contrario, la hipoglucemia 

desencadena la disminución del nivel de insulina en sangre y promueve el apetito 

(Rodríguez, 2003; Rosado et al., 2006).  

 

La insulina también promueve la saciedad debido a que la activación de sus receptores 

y otras señales, inducen a los adipocitos del tejido graso a secretar leptina, la cual se une 

a sus receptores en el hipotálamo y ayuda a suprimir el apetito (Zhang et al., 2015). 

Asimismo, se ha encontrado que la concentración de insulina está positivamente 

correlacionada con los niveles de leptina en circulación sanguínea, el peso corporal y el 

porcentaje de tejido adiposo del individuo (Molero-Conejo et al., 2006; Zhang et al., 2015). 

 

En condiciones de enfermedad, como la diabetes tipo 1, la falta de insulina en el 

organismo incrementa las concentraciones de glucosa en sangre, debido a que este 

azúcar depende de la insulina para ser aprovechada por las células (Rodríguez, 2003). 

En otros casos, como en la diabetes tipo 2, la acción de la insulina a nivel celular está 

reducida, lo cual conlleva a que el organismo secrete una mayor cantidad de insulina 

(hiperinsulinemia), a esto se le conoce como resistencia a la insulina (RI) y también 

provoca altas concentraciones de glucosa (Rodríguez, 2003; Pérez M. R. & Medina-
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Gómez, 2011). La obesidad inducida por una dieta alta en grasas y azúcares es un factor 

de riesgo para desarrollar RI y otras enfermedades hepáticas crónicas de etiología 

metabólica (Pérez M. R. & Medina-Gómez, 2011; Molero-Conejo et al., 2006; Becerril-

Campos, et al. 2022). 

 

Otro punto importante, es que la insulina influye directamente sobre el lipostato (Zhang 

et al., 2015). Después de cada comida la insulina suprime la liberación de ácidos grasos 

por lipólisis y favorece la síntesis de triglicéridos por lipogénesis (Molero-Conejo et al., 

2006). La restricción de la liberación de ácidos grasos evita que éstos contribuyan a la 

gluconeogénesis que se lleva a cabo en el hígado (Molero-Conejo et al., 2006). Mientras 

que, el incremento de la lipogénesis promueve que el tejido adiposo capte glucosa y que 

ésta se transforme en grasa (Molero-Conejo et al., 2006). 

 

2.4. Disbiosis intestinal en ratas asociada al consumo de una HFFD  

La disbiosis intestinal hace referencia a alteraciones en la composición microbiana que 

repercuten en la distribución, diversidad, abundancia y funciones metabólicas de los 

microorganismos que habitan en el intestino (Wei et al., 2021). Debido a que la microbiota 

intestinal es distinta en cada individuo, la disbiosis no es una condición bien definida, sin 

embargo, numerosos estudios han asociado ciertos patrones de diversidad y abundancia 

bacteriana con condiciones de salud (Cani et al., 2008; Serino et al., 2012; Yang et al., 

2020; Wei et al., 2021). En la gran mayoría de los casos, la disbiosis intestinal ha sido 

caracterizada en función de los cambios en la diversidad y abundancia bacteriana debido 

a que la microbiota intestinal se encuentra dominada por bacterias (Forte et al., 2020).  

En humanos y roedores, los filos bacterianos más abundantes y diversos de la microbiota 

del intestino son Firmicutes (30%-50%) y Bacteroidetes (20%-40%), por lo cual se 

determinó que los cambios en su proporción podrían ser útiles para caracterizar a los 

diferentes fenotipos metabólicos que son inducidos por el consumo de distintas dietas 

(Serino et al., 2012; Gagnière et al., 2016). El aumento de la proporción de Firmicutes 

con respecto a Bacteroidetes (F/B) incluso ha sido denominado como la "firma bacteriana 

de la obesidad” en humanos y roedores (Ley et al., 2006), debido a que altera el equilibrio 

energético (Yang et al., 2020). Además, este desequilibrio favorece el predominio de 
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taxones microbianos capaces de alterar la función intestinal al favorecer la degradación 

del moco entérico y el adelgazamiento de la barrera intestinal (Forte et al., 2020).   

El epitelio del intestino es una barrera que permite la absorción de los nutrientes 

adquiridos a través de la dieta y la separación del huésped de la microbiota presente en 

esta región (Xie et al., 2020). Una dieta rica en grasas y carbohidratos (HFCD) puede 

alterar la función del epitelio intestinal al inducir disbiosis en la microbiota, lo cual se 

evidencia a través del aumento de la permeabilidad intestinal, así como de la 

concentración plasmática de lipopolisacáridos (LPS) (Cani et al., 2008). El LPS es un 

componente de la pared celular de bacterias Gram negativas, por lo que su presencia en 

plasma podría indicar el aumento de la proporción de bacterias Gram negativas con 

respecto a la de Gram positivas (Cani et al., 2008). La endotoxemia por LPS induce la 

inflamación del organismo a través del receptor CD14 de macrófagos, lo que 

desencadena el aumento de peso y la resistencia a la insulina tanto en humanos como 

roedores (Cani et al., 2007).  

El impacto de las HFCD sobre la microbiota intestinal y los metabolitos que producen, 

depende del tipo y porcentaje de grasa utilizados en la dieta (Yang et al., 2020). Por 

ejemplo, las dietas con porcentajes de grasa entre el 44 y 72%, aumentan 

significativamente la proporción F/B a corto plazo (Yang et al., 2020). Aunado a ello, la 

ingesta de grasas saturadas también contribuye a incrementar dicha proporción, así 

como la abundancia de especies bacterianas asociadas con la progresión de la obesidad 

y la diabetes tipo 2, pertenecientes a los géneros Clostridium, Enterobacter, 

Enterococcus, Bacteroidetes y Ruminococcus (Yang et al., 2020). El consumo de una 

HFD también reduce las poblaciones de bacterias asociadas con una buena salud 

intestinal, como Bifidobacterium, Lactobacillus, Akkermansia, Fecalibacterium, 

Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus y Blautia, los cuales se han correlacionado 

negativamente con la permeabilidad intestinal y la endotoxemia metabólica (Cani et al., 

2008; Yang et al., 2020).  

Por otra parte, el tipo de carbohidratos presentes en la dieta también influye en la 

composición de la microbiota intestinal (Yang et al., 2020). Las dietas ricas en 

carbohidratos simples, disminuyen la abundancia de géneros bacterianos característicos 

de dietas ricas en fibra, como Prevotella (Shi et al., 2020). También, se ha visto que el 
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consumo de una HFD enriquecida con sacarosa, puede desencadenar alteraciones 

metabólicas que promueven el estrés oxidativo, la disbiosis intestinal y el daño cognitivo 

en ratas (Avila-Nava et al., 2016). Por el contrario, las dietas ricas en carbohidratos 

accesibles a la microbiota (MAC), previenen la disbiosis de la misma, especialmente la 

drástica reducción de Bacteroidetes spp. y el aumento de Proteobacteria spp. observado 

tras la alimentación con una HFD deficiente en fibra (Shi et al., 2020). Los MAC de la 

dieta también contribuyen a incrementar el grosor de la mucosa del colon y la expresión 

de proteínas de unión estrecha que regulan el paso de moléculas y iones a través de los 

espacios intercelulares y mantienen la integridad del epitelio intestinal, así como a 

disminuir la endotoxemia metabólica y la inflamación (Shi et al., 2020). 

2.4.1. Alteraciones del eje metabólico huésped-microbiota inducidas por una HFFD 

La microbiota intestinal se comunica continuamente con el huésped, a través de la 

producción de señales químicas que intervienen en vías celulares específicas (Nicholson 

et al., 2012). Las bacterias en el intestino fermentan la fibra dietética y producen ácidos 

grasos de cadena corta (AGCC) capaces de incrementar las reservas energéticas del 

huésped (Duncan et al., 2008), así como de modular su metabolismo (Nicholson et al., 

2012) y su sistema inmunológico (Vinolo et al., 2011). 

 

Diversos factores pueden impactar el eje metabólico huésped-microbiota, sin embargo, 

uno de los más relevantes es la dieta (Nicholson et al., 2012). En relación con esto, las 

HFFD inducen la producción de metabolitos microbianos derivados de la fructosa 

(acetato, propionato, butirato y ácido butírico), capaces de desencadenar la lipogénesis 

de novo en hígado (Siyu et al., 2021). La microbiota intestinal es la primera en consumir 

la fructosa de la dieta, por lo que, en un inicio, protege al hígado del exceso de este 

azúcar, lo que previene el desarrollo de enfermedades hepáticas (Siyu et al., 2021). Sin 

embargo, el consumo prolongado de fructosa puede provocar la reorganización de las 

comunidades microbianas del intestino y modular la actividad de enzimas intestinales 

como la fructocinasa, la enzima que regula la rapidez con la que la fructuosa se consume 

(Siyu et al., 2021). Esto contribuye a que el huésped absorba una mayor cantidad de 

energía de la dieta y acumule lípidos tanto en hígado, como en tejido adiposo (Siyu et al., 

2021). 
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Asimismo, la ingesta de una dieta rica en fructosa puede influir en la producción de AGCC 

(Siyu et al., 2021). Los AGCC actúan como inhibidores del factor adiposo inducido por el 

ayuno (FIAF), una enzima que se produce en el hígado, tejido adiposo e intestino y es 

capaz de inhibir a la lipoproteinlipasa (LPL) (Duncan et al., 2008). La LPL es una enzima 

que hidroliza los triglicéridos que componen al VLDL y los quilomicrones en ácidos grasos 

y glicerol (Duncan et al., 2008). La supresión del inhibidor promueve la actividad de la 

LPL, lo que resulta en la acumulación de grasa en hígado y la eventual esteatosis 

hepática (Siyu et al., 2021). Por el contrario, se ha demostrado que las dietas ricas en 

fibra (p. ej. celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina) inducen cambios en la microbiota 

intestinal que promueven la actividad de la LPL y otras enzimas hepáticas, como la 3-

hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, que regula la velocidad de la síntesis del colesterol 

(Chai et al., 2003; Shi et al., 2020). La mejora del metabolismo de los lípidos evita la 

hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia hepáticas, así como la ganancia de peso y el 

aumento de tejido graso (Chai et al., 2003). 

 

Otro punto importante es que, los AGCC sirven como señales para receptores de ácidos 

grasos libres (FFAR) acoplados a proteína G (GRP) de células del sistema 

enteroendocrino (Mishra et al., 2020). Por ejemplo, la activación del GPR41/FFAR3 

incrementa la velocidad del tránsito intestinal a través de la activación del péptido YY 

(PYY), lo cual, a su vez, disminuye los niveles de energía extraídos de la dieta (Yeon & 

Lee, 2015). Por otra parte, la activación del GPR43/FFAR2 incrementa la sensibilidad a 

la insulina a través del péptido similar al glucagón 1 (GLP-1), lo que reduce la sensación 

de hambre y previene la acumulación de grasa (Yeon & Lee, 2015). Adicionalmente, la 

activación del GPR43/FFAR2 en adipocitos inhibe la lipólisis, lo cual suprime la liberación 

de ácidos grasos en sangre (Ge et al., 2008; Mishra et al., 2020). 

 

Por otro lado, los AGCC también son capaces de influir sobre el eje intestino-cerebro para 

inducir la gluconeogénesis intestinal (Yeon & Lee, 2015). Este efecto sobre el 

metabolismo de la glucosa disminuye el hambre y previene la tolerancia a la glucosa y la 

resistencia a la insulina tanto en humanos como roedores (Yeon & Lee, 2015). Por lo que, 

no cabe duda de que la microbiota intestinal contribuye al fenotipo metabólico del 

huésped y, por ende, su alteración representa un importante factor de riesgo para el 
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desarrollo de enfermedades, como la obesidad y la diabetes tipo 2 (Nicholson et al., 

2012).  

 

2.4.2. Cambios especie-específicos de la microbiota intestinal de ratas inducidos 

por el consumo de una HFD 

La gran mayoría de estudios sobre microbiota intestinal se han enfocado en caracterizar 

las diferencias en la abundancia bacteriana a nivel de género tras el consumo de una 

determinada dieta. Sin embargo, la diversidad de resultados publicados aún no permite 

establecer si algunos géneros son favorables o no para la salud del huésped (Lecomte 

et al., 2015). Por lo que se ha propuesto que los efectos sobre el metabolismo y la función 

intestinal podrían deberse a determinadas especies bacterianas (Lecomte et al., 2015).  

En un modelo de rata SD alimentado con HFD (45%) durante 16 semanas, se encontró 

que más del 50% de la disimilitud con el grupo control se debía a cambios especie-

específicos que correlacionaban directamente con parámetros metabólicos asociados 

con obesidad (aumento del peso corporal, porcentaje de masa grasa, concentraciones 

de triglicéridos, leptina e insulina, tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina) 

(Lecomte et al., 2015). En este estudio se encontró una correlación negativa entre la 

abundancia de Lactobacillus intestinalis (filo Firmicutes), el aumento del peso corporal y 

la masa grasa del animal, lo cual se atribuyó a que dicha bacteria previene el aumento 

de especies productoras de propionato o acetato (Phascolarctobacterium, Proteus 

mirabilis y Veillonellaceae), para las cuales se encontró una correlación positiva entre su 

abundancia y los parámetros metabólicos asociados con obesidad mencionados 

anteriormente (Lecomte et al., 2015). 

En otros modelos animales de obesidad inducida por medio de dietas hipercalóricas, se 

ha detectado la disminución de otra especie particular del filo Firmicutes. En ratas SD 

alimentadas con una HFD (60%) por 10 semanas se reportó la reducción de Clostridium 

leptum (Cowan et al., 2014). Asimismo, el consumo de una HFD enriquecida con 

oligofructuosa al 10% durante 6 semanas, disminuyó la abundancia de esta bacteria en 

ratas Wistar (Cluny et al., 2017). Por el contrario, la abundancia de C. leptum aumentó 

en animales alimentados con dietas ricas en fibra o almidón butirilado (Le Leu et al., 

2015).  
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Debido a lo anterior, este microorganismo se ha clasificado como de importancia para la 

salud intestinal del huésped (Kabeerdoss et al., 2013). En este sentido, se ha reportado 

que pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias, como la colitis ulcerosa y la 

enfermedad de Crohn, presentan una menor abundancia de C. leptum que individuos 

sanos (Kabeerdoss et al., 2013). La reducción de la población de esta especie bacteriana 

podría explicar la limitada producción de AGCC, especialmente butirato, que caracteriza 

a dichas enfermedades (Kabeerdoss et al., 2013).  

Otra especie asociada con el desarrollo de este tipo de enfermedades es Bacteroides 

fragilis (filo Bacteroidetes), una bacteria comensal del intestino que presenta dos cepas 

distintas: no toxigénica y enterotoxigénica (Gagnière et al., 2016). La cepa no toxigénica 

es capaz de incrementar la expresión de proteínas de unión estrecha y, por ende, 

aminorar la permeabilidad intestinal en roedores con HFD (Hsiao et al., 2013). Esto 

además de evitar la endotoxemia por LPS, se ha asociado con la prevención del daño de 

las funciones cognitivas producto de la respuesta neuroinflamatoria (Hsiao et al., 2013). 

Las características de esta cepa incluso la han convertido en un prometedor candidato a 

probiótico (Fengting et al., 2019). Por otro lado, la presencia de la cepa enterotoxigénica 

de B. fragilis se ha visto en pacientes con cáncer colorrectal (Gagnière et al., 2016). La 

asociación de dicha cepa con el proceso de carcinogénesis colónica temprana, se debe 

a que su toxina (BFT) puede intervenir en las vías de señalización que regulan la 

proliferación celular y la liberación de factores proinflamatorios (Gagnière et al., 2016).  

Los hábitos dietéticos pueden afectar la abundancia de especies bacterianas 

estrechamente relacionadas con la salud metabólica e intestinal del huésped (Fengting 

et al., 2019), como L. intestinalis, C. leptum y B. fragilis. Por lo que, para darle continuidad 

a este proyecto sería interesante que en un futuro se realicen estudios que permitan 

cuantificar la abundancia de éstas y otras especies en los modelos de obesidad. Esto con 

la finalidad de asociar los cambios en la abundancia bacteriana, con los perfiles 

metabólico e intestinal de los animales, tras la administración de una dieta hipercalórica 

basada en el patrón alimenticio occidental. 

2.4.3. Técnicas de cultivo para el estudio de la composición microbiana intestinal 

En la última década, la secuenciación de nueva generación (NGS) y los análisis 

metagenómicos, han permitido estudiar a profundidad la composición de la microbiota 
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intestinal (Ito et al., 2019). Estos estudios han ayudado a esclarecer el importante papel 

que algunos microorganismos desempeñan en el desarrollo de distintas enfermedades 

(Ito et al., 2019). Sin embargo, estas técnicas presentan algunas desventajas, por 

ejemplo, los análisis metagenómicos suelen ser costosos y difíciles de realizar debido a 

la complejidad de los datos genómicos obtenidos de las miles de especies bacterianas 

de la microbiota intestinal, para cuyo análisis se requiere un amplio conocimiento sobre 

bioinformática (Ito et al., 2019). Por otra parte, la secuenciación del gen ARNr 16S no 

permite la identificación de la bacteria a nivel de cepa y presenta ciertas limitaciones en 

cuanto a la información que puede ofrecer sobre sus funciones metabólicas (Ito et al., 

2019). Debido a lo anterior, los métodos de cultivo continúan siendo una opción 

conveniente y necesaria para comprender más a fondo los requisitos nutricionales, nichos 

ecológicos y perfiles metabólicos de los microorganismos que forman parte de la 

microbiota intestinal (Ito et al., 2019). 

 

Lamentablemente, la mayoría de las bacterias intestinales no son cultivables o requieren 

de condiciones nutricionales y ambientales específicas para crecer (Ito et al., 2019). Por 

esta razón, diversos estudios se han enfocado al desarrollo de medios de cultivo que 

permitan el crecimiento y la identificación de microorganismos intestinales (Ito et al., 

2019). En algunas metodologías se trata de emular las condiciones nutricionales del 

intestino, al añadir peptona, extracto de levadura o carne, distintos carbohidratos y 

factores de crecimiento (p. ej. vitaminas, minerales y AGCC) al medio de cultivo 

(Goodman et al., 2011). Algunos estudios incluso han demostrado que es posible cultivar 

un alto porcentaje de la microbiota fecal mediante el uso de medios de cultivo 

comerciales, enriquecidos con los nutrientes mencionados anteriormente (Lau et al., 

2016; Ito et al., 2019). Del mismo modo, el uso de antibióticos y otros reactivos 

disponibles comercialmente ha facilitado la selección de bacterias específicas que 

anteriormente se consideraban como no cultivables (Rettedal et al., 2014). La mayor 

parte de las bacterias anaerobias intestinales son resistentes a antibióticos 

aminoglucósidos y β-lactámicos, como la ampicilina y penicilina (Bacic & Smith, 2008). 

 

En general, la metodología más utilizada para el aislamiento de microorganismos 

intestinales a partir de heces consiste en tomar la muestra fecal directamente del ano del 
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animal (Ito et al., 2019). Posteriormente, ésta se suspende en una solución tampón 

fosfato salino pre-reducida (PBS-PRAS, 10% p/v), con la cual se inoculan medios de 

cultivo especializados (Ito et al., 2019). El PBS-PRAS contiene L-cisteína, un agente 

reductor del NAD+ a NADH, el cual establece un ambiente reductor en el medio, capaz 

de promover el metabolismo fermentativo de las bacterias anaerobias (Caycedo-Lozano 

et al., 2021). Finalmente, para acercarse lo más posible a las condiciones ambientales 

del intestino, los medios son incubados a 37°C en una cámara anaeróbica (5-20% de 

CO2, 5.5-10% de H2 y 74.5-85% de N2) por un tiempo aproximado de 24 a 48 h (Ito et 

al., 2019). Además de la L-cisteína, a los medios de cultivo sólidos se les agrega un 

indicador redox, llamado resazurina, el cual pierde su coloración una vez que adopta su 

forma reducida, luego de haber permanecido en condiciones anaerobias (Bacic & Smith, 

2008). 

 

Actualmente, el enfoque más exitoso para el cultivo de microorganismos intestinales ha 

sido la fabricación de medios de cultivo adecuados al fenotipo bacteriano de interés, el 

cual se puede conocer a través estudios genómicos y bioinformáticos (Browne et al., 

2016). Por ejemplo, para el aislamiento de bacterias intestinales exigentes del género 

Clostridium, se ha optado por el uso de medios de cultivo generales, como agar BHI, a 

los que se les añade 1-nitropireno (Rafil et al., 1991; Moura et al., 2020). Esto debido a 

que algunas especies de Clostridium (C. leptum, C. paraputrificum y C. clostridiiforme) 

son capaces de producir nitrogenasa, una enzima que degrada este reactivo y forma una 

zona clara alrededor de las colonias, lo que permite su identificación (Rafil et al., 1991; 

Moura et al., 2020). Además de estas especies de Clostridium, Bacteroides spp. y 

Eubacterium spp. también pueden metabolizar el 1-nitropireno, por lo que la identificación 

de estas bacterias se complementa con la morfología colonial, tinción de Gram, pruebas 

bioquímicas y la amplificación de la región del gen ARNr 16S por PCR (Rafil et al., 1991; 

Moura et al., 2020). Para optimizar la recuperación de Clostridium spp. en medio BHI, 

también se recomienda la incorporación de agentes selectivos como moxalactam, 

norfloxacino y taurocolato de sodio (Connor et al., 2018). 

 

Otro ejemplo de esto es el género Bacteroides, compuesto por bacilos Gram negativos 

capaces de hidrolizar esculina, por lo que su aislamiento a partir de muestras de heces 
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se puede realizar directamente en agar Bacteroides bilis esculina (BBE) (Ingnacio et al., 

2015). Las colonias de Bacteroides spp. en agar BBE son grises y vuelven la placa negra 

debido a que la hidrólisis de esculina genera subproductos que reaccionan con el citrato 

férrico del medio (Ingnacio et al., 2015). Adicionalmente, el agar BBE contiene sales 

biliares que actúan como agentes selectivos de Bacteroides spp., por lo que su 

recuperación en este medio es altamente eficiente (Ignacio et al., 2015).  

 

Por otro lado, se han desarrollado otros medios de cultivo selectivos para el aislamiento 

específico de B. fragilis, como el agar BFS (Ho et al., 2017). El cual consiste en una base 

de agar BHI adicionado con distintos nutrientes (glucosa, extracto de levadura, vitamina 

K y hemina), agentes reductores (cisteína), selectivos (sales biliares, gentamicina, 

kanamicina y novobiocina) y diferenciales (azul de bromotimol, esculina y citrato de 

amonio férrico) (Ho et al., 2017). En agar BFS, las colonias de B. fragilis son amarillas y 

también producen un precipitado negro en el fondo de la placa (Ho et al., 2017). Este 

medio incluso ha demostrado mejorar la recuperación de B. fragilis en muestras clínicas, 

ya que la incorporación de dichos antibióticos inhibe el crecimiento de otras bacterias con 

reacciones de esculina positivas, como enterococos y lactobacilos (Ho et al., 2017). 

 

Otra manera de aislar microorganismos intestinales consiste en modificar el pH del 

medio. Por ejemplo, se ha utilizado la inoculación de muestras fecales en caldo MRS 

acidificado (pH 2.5), previo a la siembra en medios de cultivo sólidos, para seleccionar 

lactobacilos ácido-tolerantes (Jena et al., 2013). Para el cultivo de Lactobacillus spp., el 

medio más utilizado es el agar MRS (pH 5), al cual se puede añadir vancomicina para 

inhibir el crecimiento de enterococos, estreptococos y bifidobacterias (Hartemink et al., 

1997). Así como lactosa púrpura de bromocresol (medio MRS-BCP) o verde de 

bromocresol (medio LAMVAB), que permiten seleccionar e identificar bacterias 

productoras de ácido láctico por su coloración (Jena et al., 2013; Sun et al., 2015). La 

siembra de muestras fecales de rata en medio LAMVAB, ha permitido la recuperación 

selectiva de especies intestinales de lactobacilos, incluso de aquellas presentes en 

cantidades relativamente bajas en heces, como L. intestinalis (Hartemink et al., 1997; 

Jena et al., 2013). Por lo que, la especialización de los medios de cultivo comerciales es 
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un enfoque prometedor para el aislamiento de bacterias intestinales difíciles de cultivar 

(Ito et al., 2019). 

 

Toda la información citada anteriormente se puede resumir en que, la gran mayoría de 

los casos de obesidad se deben a un desbalance energético positivo entre la energía 

adquirida a través de la dieta y el gasto de la misma. Las dietas ricas en carbohidratos 

simples y grasas saturadas, como la HFFD, inducen el aumento de peso debido a su alta 

densidad calórica y la disminución de la sensación de saciedad. Por lo que, el consumo 

prolongado de una HFFD puede promover el aumento de los niveles de lípidos en 

circulación (dislipidemia), así como la acumulación de lípidos en hígado (esteatosis 

hepática), tejido adiposo visceral y subcutáneo. Asimismo, puede conllevar a la pérdida 

de eficiencia para controlar los niveles sistémicos de glucosa, lo que resulta en el 

desarrollo de resistencia a la insulina.   

 

Por otro lado, el desarrollo de obesidad también implica el reclutamiento y activación de 

células inmunitarias en tejido adiposo e hígado, lo cual desencadena el estado 

inflamatorio leve y generalizado característico de esta enfermedad. Otro efecto negativo 

de las HFFD sobre la salud del organismo es que inducen la disbiosis de la microbiota 

intestinal al promover el crecimiento de taxones microbianos que contribuyen a la 

reducción de la expresión de las proteínas de unión estrecha y al aumento de la 

permeabilidad del intestino. La microbiota intestinal también desempeña un rol crucial en 

la regulación de procesos relacionados con la adquisición de energía de la dieta, el 

metabolismo de los lípidos y la glucosa, la ganancia de tejido adiposo y la inflamación, 

por lo que, existe amplia evidencia su contribución al desarrollo de la obesidad en 

roedores.  

 

Actualmente, se han logrado grandes avances hacia la comprensión de la diversidad de 

la microbiota gastrointestinal mediante el uso de técnicas dependientes de cultivo, la NGS 

y la metagenómica. El aislamiento de bacterias intestinales que antes no podían 

cultivarse ha sido posible gracias a la especialización de medios disponibles 

comercialmente. Estas técnicas han demostrado tener un rendimiento suficiente para 

cultivar bacterias intestinales y ofrecen información sumamente útil acerca de las 
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características y funciones de estos microorganismos. Por lo que en este proyecto se 

utilizaron ratas Wistar como modelo para estudiar el impacto sobre el metabolismo y la 

función intestinal del consumo prolongado de una dieta alta en grasa y fructosa (HFFD). 

Además, se cultivaron bacterias intestinales aisladas de heces de estos animales en 

medios de cultivo especializados para el aislamiento de bacterias de los géneros 

Clostridium, Bacteroidetes y Lactobacillus. 

 

III. JUSTIFICACIÓN 

La incorporación de alimentos ricos en grasas y azúcares a la dieta occidental representa 

uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de obesidad y otras 

enfermedades crónicas no infecciosas caracterizadas por la alteración del metabolismo 

y la función intestinal. La obesidad es actualmente una de las principales problemáticas 

de salud en el mundo. Por esta razón, el desarrollo de modelos animales que caractericen 

los efectos sobre la salud del consumo prolongado de una dieta que trata de emular el 

patrón de alimentación occidental, como la que se propone en este estudio, resulta 

necesario y útil para ampliar el entendimiento sobre dicha enfermedad. 

Así mismo, comprender el mecanismo por el cual una HFFD altera la permeabilidad 

intestinal, requiere de la combinación de métodos cultivo-dependientes y moleculares que 

permitan analizar los cambios en la composición de las comunidades de la microbiota 

intestinal. Especialmente, aquellos que afectan la abundancia de especies bacterianas 

que caracterizan al fenotipo metabólico inducido por el consumo de este tipo de dieta. 

Debido a que, se ha descubierto que existe una correlación directa entre la abundancia 

de determinadas especies bacterianas y parámetros metabólicos asociados con 

obesidad. Más adelante, se espera que los resultados obtenidos con este modelo animal, 

contribuyan a cuantificar los cambios en la abundancia de algunas especies 

pertenecientes a los géneros Clostridium, Bacteroides y Lactobacillus, para las cuales se 

probó una metodología de cultivo. 

IV. HIPÓTESIS 

El consumo prolongado de una dieta rica en grasa (20%) y fructosa (20%) induce daño 

metabólico y de la función intestinal en ratas macho Wistar. 
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V. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el impacto sobre el metabolismo y la función intestinal del consumo prolongado 

de una HFD en un modelo de rata, y desarrollar en conjunto una metodología para el 

cultivo de bacterias intestinales aisladas de heces. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar las diferencias en la composición corporal (peso, longitud y proporción de 

tejido adiposo) y otros parámetros corporales (relación entre la circunferencia 

abdominal y torácica, IMC e índices de Lee, hepático y renal) de los animales del 

grupo HFFD con respecto al SD. 

2. Caracterizar los cambios en los perfiles lipídico, glucémico y hemático de los 

animales del grupo HFFD con respecto al SD. 

3. Determinar el grado de daño sobre la función intestinal inducido por HFFD 

mediante un ensayo de permeabilidad intestinal in vivo con FITC-dextrano. 

4. Cultivar bacterias intestinales aisladas de heces de rata en medios específicos 

para Clostridium spp., Bacteroidetes spp. y Lactobacillus spp. 

 

VI.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Animales experimentales 

Durante el experimento se trabajó con diez ratas Wistar macho de 6 semanas de edad 

(peso corporal µ= 178.77 ± 3.97 g), adquiridas del Bioterio del Instituto de Neurobiología 

de la Universidad Nacional Autónoma de México (INB-UNAM Campus Juriquilla), que 

fueron alojados individualmente en jaulas estándar (27 x 37 x 15 cm) con cama sanitaria 

de viruta estéril, bajo condiciones controladas de temperatura (22 ± 3°C), humedad 

relativa (60 ± 5%) y un ciclo regulado de luz-oscuridad de 12 h. Este estudio fue aprobado 

por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales (FCN) de la Universidad 

Autónoma de Querétaro (100FCN2021). 
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6.2. Dieta y grupos experimentales 

Después de una semana de alimentación con dieta estándar (RLC 5001), los animales 

se dividieron aleatoriamente en un grupo de control con dieta estándar (3 ratas) y un 

grupo con dieta alta en grasas y fructuosa (7 ratas). El alimento fue administrado durante 

16 semanas a ambos grupos para su consumo ad libitum, acompañado de agua limpia y 

fresca disponible en todo momento. A las ratas del grupo SD se les suministró el alimento 

comercial Rodent Lab Chow 5001 (RLC 5001) para animales de laboratorio, con un 

aporte energético de 3.4 Kcal/g (proteínas: 23.87%; hidratos de carbono: 48.5%; lípidos: 

5%; y fibra: 5.3%). Por otro lado, la dieta del grupo HFFD consistió en una mezcla de la 

dieta estándar con manteca de cerdo (20%), fructosa (20%), salvado, aceite y colato de 

sodio (0.15%), que favorece la emulsificación y absorción de lípidos. Esta dieta trata de 

emular una dieta occidental en el humano, ya que tiene un aporte energético de 4.4 Kcal/g 

(proteínas: 21.75%; hidratos de carbono: 43.51%; lípidos: 21.88%; y fibra: 3.6%). Los 

ingredientes de cada dieta, así como su contenido nutrimental y energético se pueden 

encontrar en las tablas 1A, 2A y 3A del Anexo. 

 

6.3. Peso corporal e ingesta de alimento  

Las ratas se pesaron y midieron semanalmente para reportar el aumento de peso, así 

como de las circunferencias torácica y visceral. Así mismo, la ingesta de alimentos de las 

ratas se calculaba cada 3 días con una balanza con precisión de 0.1 g. Debido a que la 

composición de la HFFD imposibilitaba convertirla en pellets, se optó por moler el 

alimento estándar, de tal forma que ambas dietas fueron administradas a los animales en 

forma de polvo. Por esta razón, para calcular con mayor exactitud la ingesta diaria de 

alimento (IDA) de cada animal se tomó en consideración tanto el alimento que las ratas 

tiraban en la caja con aserrín como el sobrante que se encontraba en los comederos, 

mediante la siguiente fórmula: 

} 

IDA (
g

d
) =  

[Alim.  inicial − (Alim.  en comedero + Alim.  en aserrín)]

3 días
  

 

6.4. Percentiles de peso y edad 

A partir de las tablas de referencia del peso corporal en función de la edad cronológica 

para ratas machos Wistar (Cossio-Bolaños et al., 2013), se construyeron las curvas para 
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los percentiles 3, 10, 25, 50, 75, 90 y 97. La ecuación de la curva para cada percentil fue 

obtenida mediante la regresión lineal de los mínimos cuadrados (LMS), con el fin de 

calcular el peso promedio para animales de 140 días. El valor de R2 de las ecuaciones 

de todas las curvas fue ≥ 0.99 (Figura 4A). 

 

6.5. Curva de tolerancia a la glucosa 

En las semanas 14 y 16 de alimentación, luego de un ayuno de 8 h, se administró glucosa 

(2 g glucosa por cada Kg peso corporal de la rata) a los animales por canulación 

intragástrica. Antes de colocar la sonda (0 min) y 15, 30, 60 y 120 min después de la 

administración de glucosa, se extrajo sangre de los animales a través del corte de la 

punta de la cola y se midió el nivel de glucosa en plasma (PG) con tiras reactivas y un 

medidor ACCU-CHEK Active, Roche. La glucemia se estimó a partir del área bajo la curva 

(AUC), de acuerdo con el método de los trapezoides (Sakaguchi et al., 2016), con la 

siguiente ecuación: 

 

𝐴𝑈𝐶 (
𝑚𝑔∗ℎ

𝑑𝑙
) =

𝑃𝐺(0 𝑚𝑖𝑛) + 𝑃𝐺(30 𝑚𝑖𝑛) × 2 + 𝑃𝐺(60 𝑚𝑖𝑛) × 3 + 𝑃𝐺(120 𝑚𝑖𝑛) × 2

4
  

 

6.6. Análisis de la permeabilidad intestinal in vivo 

Se administró por sonda gástrica isotiocianato de fluoresceína (FITC)-dextrano de 4000 

Da (600 mg/Kg de peso corporal) disuelto en PBS estéril (125 mg/mL) a ratas con 8 h de 

ayuno. Se recolectó sangre de la vena caudal de las ratas en tubos con EDTA en 

intervalos de 1 h por 4 h consecutivas. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C 

por 15 min para obtener el plasma, el cual se almacenó a -80°C para su posterior análisis. 

Para determinar las concentraciones plasmáticas del FITC-dextrano (ng/mL), el plasma 

se mezcló con un volumen igual de PBS y se añadió a una microplaca de 96 pocillos. 

Luego se analizó la concentración del FITC-dextrano a la 1, 2, 3 y 4 h con un 

espectrofotómetro de fluorescencia a una longitud de onda de excitación de 490 nm y de 

emisión de 520. La curva estándar se obtuvo a partir de las mediciones de la densidad 

óptica de una concentración creciente (1 - 8 µg/mL) de un pool de suero con FITC-

dextrano de los animales de cada grupo (Figura 5A). Una vez obtenida la ecuación de la 
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recta, los valores correspondientes a las muestras de los animales SD y HFFD se 

interpolaron.  

 

6.7. Distribución y cuantificación de la grasa corporal (visceral y subcutánea) 

En la semana 16 se llevaron a cabo las resonancias magnéticas de 6 animales. El análisis 

de la distribución y cantidad de tejido adiposo visceral y subcutáneo, así como los 

modelos tridimensionales, se realizaron mediante el software ITK-SNAP (Paul et al., 

2006). 

 

6.8. Obtención de muestras de sangre y órganos 

Al final de la semana 16, se les dio muerte a las ratas mediante la liberación directa de 

CO2 desde cilindros de gas comprimido hacia las jaulas. El efecto depresivo y anestésico 

de este gas conduce una rápida e indolora muerte por hipoxia. La sangre de los animales 

se recolectó para la posterior determinación de los perfiles lipídico y glucémico. El hígado, 

riñones, estómago, ciego, intestino delgado, colon y tejido adiposo epididimal se 

extrajeron para ser pesados y medidos. Posteriormente, se colocaron en una solución de 

formaldehído al 10% para su fijación. 

 

6.9. Índices de Lee, orgánicos y riesgo cardiovascular 

Al final de la semana 16, se midió el peso y la longitud nariz-ano (LNA) de las ratas con 

el objetivo de calcular el índice de Lee, que permite realizar el diagnóstico de obesidad 

en modelos animales. Adicionalmente, se pesaron varios órganos con el fin de obtener 

los índices orgánicos que indican la proporción del peso del órgano con respecto a la 

masa corporal del animal. Mientras que el riesgo cardiovascular (RC) se calculó como la 

razón de las concentraciones de colesterol total (CT) y HDL-C séricos. Los índices y el 

riesgo se calcularon con las siguientes fórmulas: 
 

. 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝐿𝑒𝑒 =  √
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 ó𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜 (𝑔)×103

𝐿𝑁𝐴 (𝑐𝑚)

3
  

 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑜𝑟𝑔á𝑛𝑖𝑐𝑜 =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 ó𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔)
× 100%  
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𝑅𝐶 =  
𝐶𝑇

𝐻𝐷𝐿
    𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑏𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑚𝑔/𝑑𝐿  

 
6.10. Cultivo de bacterias intestinales 
Se recolectaron heces directamente del ano de 5 animales (pool) y se colocaron 

inmediatamente en un recipiente estéril y con cierre hermético. A partir de estas muestras 

se realizó el cultivo para cada una de las tres especies bacterianas de interés, como se 

menciona a continuación. 

 

6.10.1. Clostridium spp. 

De acuerdo con la metodología de Rafil y colaboradores (1991) para el aislamiento de 

cepas intestinales de Clostridium a partir de heces, del pool de muestras se tomó 1 g del 

material fecal que se añadió a 9 mL de caldo infusión cerebro corazón prerreducido (BHI-

PRAS) y esterilizado anaeróbicamente y se incubó a 37°C por 24 h para enriquecer la 

muestra (Tabla 1). Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas del medio BHI-

PRAS hasta 10-9 UFC/mL. Se esparció 0.1 mL de las diluciones 10-4, 10-6, 10-8 y 10-9 en 

placas de agar BHI (pH 7.5 a 8) enriquecido con los siguientes ingredientes (1L): agar 

bacteriológico (2 g), extracto de levadura (0.5 g), vitamina K (1 mg) y cisteína (0.5 g) 

(Tabla 2). 
 

Tabla 1. Formulación del medio BHI-PRAS (pH 7.4 ± 0.2 a 25°C). 

Ingrediente Cantidad (1L) 

Caldo BHI 37.0 g 

Extracto de levadura 5.0 g 

Cisteína 0.5 g 

Resazurina 1.0 mg 

Vitamina K 0.5 mg 

Norfloxacino 12.0 mg 

 

Las placas con agar BHI se incubaron a 37°C por 24 h en un recipiente cerrado y 

previamente enjuagado con CO2 para establecer las condiciones atmosféricas 

necesarias para el crecimiento de mesófilos anaerobios intestinales. Las colonias blancas 

de bacilos Gram positivos se transfirieron a nuevas placas con agar BHI hasta aislar 

colonias individuales. Todos los ingredientes del medio, excepto la vitamina K y el 
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norfloxacino, se disolvieron en agua destilada y el pH se ajustó a 7.4 ± 0.2 usando 

hidróxido de sodio (1N). Luego, el medio se esterilizó en autoclave a 121°C por 15 min y 

se enfrió a 50°C para añadir asépticamente la vitamina K y el antibiótico. Una vez 

aisladas, las colonias se colocaron en caldo BHI-PRAS para su almacenamiento a -4°C. 

 

Tabla 2. Formulación del agar BHI (pH 7.4 ± 0.2 a 25°C). 

Ingrediente Cantidad (1L) 

Agar BHI 40.0 g 

Agar bacteriológico 2.0 g 

Extracto de levadura 0.5 g 

Cisteína 0.5 g 

Vitamina K 1.0 mg 

 

6.10.2. Bacteroides spp. 

De acuerdo con la metodología de Ho y colaboradores (2017) para aislamiento de B. 

fragilis a partir de muestras clínicas, se cultivó anaeróbicamente 1 g de la muestra fecal 

en caldo BHI (pH 7.4 ± 0.2) a 37°C por 24 h para enriquecer la muestra. Se colocó 1 mL 

de la dilución en agar BHI modificado y enriquecido con vitamina K para mejorar el 

aislamiento de B. fragilis (BFS) y se incubó a 37°C por 48 h en condiciones anaeróbicas 

(Tabla 3). Las colonias grises y elevadas de cocobacilos Gram negativos, esculina 

positivos (coloración negra), catalasa negativos fueron seleccionadas para su aislamiento 

en agar BFS. Todos los ingredientes del medio, excepto la vitamina K, se disolvieron en 

agua destilada y el pH se ajustó a 7.2 ± 0.2 usando hidróxido de sodio (1N). Luego, el 

medio se esterilizó en autoclave a 121°C por 15 min y se enfrió a 50°C para añadir 

asépticamente la vitamina K y la gentamicina. Una vez aisladas, las colonias se colocaron 

en placas de agar BHI para su mantenimiento a −4°C. 

 

Tabla 3. Formulación del medio BFS (pH 7.2 ± 0.2 a 25°C). 

Ingrediente Cantidad (1L) 

Agar bacteriológico 15.0 g 

Caldo BHI 37.0 g 

Extracto de levadura 5.0 g 
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Cisteína 0.5 g 

Hidrato de colato de sodio 10.0 g 

Glucosa 1.0 g 

Esculina 1.0 g 

Citrato férrico amónico 0.5 g 

Azul de bromotimol 0.24 g 

Vitamina K 0.05 g 

Gentamicina 4.0 mg 

 

6.10.3. Lactobacillus spp. 

De acuerdo con la metodología de Sun y colaboradores (2016) para el aislamiento de 

Lactobacillus spp. a partir de heces de rata, se diluyó 1 g del material fecal en 9 mL de 

PBS-PRAS hasta 10-8 y se incubó a 37°C por 24 h (Tabla 4). Se tomó 1 mL de las 

diluciones 10-1, 10-5 y 10-8, y se inocularon en 15 mL de caldo MRS acidificado (pH 2.5) 

por 2 h a 37°C para seleccionar a los lactobacilos ácido-tolerantes. Posteriormente, se 

tomaron 0.1 mL de cada una de las diluciones con pipeta o asa bacteriológica y se 

inocularon en agar MRS anaeróbico con verde de bromocresol (LAMAB) y se incubaron 

por 72 h a 37°C en anaerobiosis (Tabla 5). Todos los ingredientes del medio se 

disolvieron en agua destilada y el pH se ajustó a 5 ± 0.1 usando ácido clorhídrico (1N). 

Luego, el medio se esterilizó en autoclave a 121°C por 15 min. Las colonias azul-verdosas 

de bacilos Gram positivos que mostraron reacciones catalasa negativas se seleccionaron 

para su aislamiento en agar MRS. Los aislados seleccionados se mantuvieron a -4°C en 

agar MRS. 

 

Tabla 4. Formulación del medio PBS-PRAS (pH 7 ± 0.2 a 25°C). 

Ingrediente Cantidad (1L) 

Cloruro de sodio 8.5 g 

Fosfato de potasio 

monobásico 

0.3 g 

Fosfato de sodio dibásico 0.6 g 

Cisteína 0.25 g 

Resazurina 1.0 mg 
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Tabla 5. Formulación del agar LAMAB (pH 5 ± 0.1 a 25°C). 

Ingrediente Cantidad (1L) 

Caldo MRS 55.0 g 

Cisteína 0.5 g 

Verde de bromocresol 0.05 g 

Agar bacteriológico 40 g 

 

6.11 Análisis estadístico 

Se utilizó el lenguaje de programación R para el análisis estadístico de los resultados, los 

datos que se ajustaban a la distribución normal se expresaron como la media ± error 

estándar (EE), debido a la diferencia del número de muestras por grupo. Para cuantificar 

la significancia de la diferencia entre el promedio de dos grupos se utilizó la prueba t de 

Student y se consideró estadísticamente significativo un valor de p ≤ 0.05 (Madhwa & 

Marappa-Ganeshan, 2023). 

 

VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1. Efecto de la HFFD sobre los parámetros corporales 

Después de 16 semanas, la ingesta de la HFFD promovió el aumento del peso corporal 

de este grupo (p<0.05), el cual fue 14.63 ± 3.88% más alto que el del grupo SD (Figuras 

1 y 1A). El peso corporal inicial de los animales de ambos grupos fue cercano a los 200 

g y, luego de la alimentación con las diferentes dietas, el peso corporal final fue de 590.44 

g y 515.06 g para HFFD y SD, respectivamente (Tabla 6). La HFFD promovió las 

diferencias del peso corporal entre grupos a partir de la tercera semana de alimentación 

(p<0.05). En modelos de rata, se considera que hay obesidad cuando el peso corporal 

del grupo experimental con la dieta rica en grasas es 10% mayor al peso corporal 

promedio del grupo control con la dieta estándar (Zhang et al., 2020). Asimismo, otros 

artículos han reportado un incremento del peso corporal final cercano al 15%, tras la 

administración de una HFFD en este mismo modelo (Becerril-Campos, et al. 2022).  

. 
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 Figura 1. Efecto de 

la HFFD en el 

peso corporal por 

semana. Media ± 

EE, los datos se 

analizaron con 

prueba t-student p 

≤ 0.05, n=10. * 

HFFD vs. SD. SD= 

dieta estándar; 

HFFD= dieta alta 

en grasa y 

fructosa. 

. 

Además de la ganancia de peso corporal, el aumento de las circunferencias visceral (CV), 

torácica (CT) y el índice CV/CT, se han asociado al desarrollo temprano de alteraciones 

metabólicas (Gerbaix, 2010). Las ratas del grupo HFFD mostraron un aumento del 2.8% 

en la LNA, 4.6% en la CV y 4.5% en el índice CV/CT, sin embargo, estas diferencias no 

fueron estadísticamente significativas (Figura 2A). Por otro lado, se encontró que el IMC 

del grupo HFFD (0.92 ± 0.03 g/cm2) fue significativamente mayor al del grupo SD (0.80 ± 

0.02 g/cm2) en la semana 16 (p≤0.005) (Figura 3). El aumento de IMC debido una HFFD 

ha sido reportado anteriormente, alcanzando valores de hasta 0.75±0.1 g/cm2 después 

de la administración por 6 semanas (Becerril-Campos, et al. 2022). Sin embargo, este 

incremento no se explica únicamente por la proporción de grasa (20% de manteca) de la 

dieta experimental, sino al efecto en conjunto con la proporción de azúcares (20% de 

fructuosa) de la misma. Un estudio en ratas demostró que el consumo ad libitum de una 

SD acompañada de una solución de sacarosa al 30%, provocó que el IMC de estos 

animales (0.82 ± 0.1 g/cm2) fuera significativamente mayor al del grupo control alimentado 

con SD y agua (0.60 ± 0.01 g/cm2) (Novelli et al., 2007). En este mismo estudio se 

determinó que el rango normal de IMC para ratas Wistar macho adultas podía ir de 0.63 

a 0.73 g/cm2 (Novelli et al., 2007). Las diferencias entre los valores de IMC reportados en 

estos artículos y los obtenidos en este estudio pueden deberse a la densidad energética 

de cada dieta, las tasas de consumo de los animales y el tiempo de duración de los 

experimentos. Tanto, los incrementos de la CV, el índice CV/CT y el IMC en un modelo 

con HFFD se asocian con un mayor porcentaje de grasa visceral, el desarrollo de 
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obesidad y un mayor riesgo de padecer una enfermedad metabólica (Paredes et al., 2009; 

Becerril-Campos, et al. 2022). 

 

Por otro lado, el índice de Lee se emplea de forma habitual para el diagnóstico de 

obesidad, debido a que se encuentra estrechamente correlacionado con la proporción de 

grasa corporal en ratas (Suárez Román et al., 2013). El índice de Lee del grupo HFFD 

(28.56 ± 0.31) fue significativamente mayor que el del grupo SD (27.27 ± 0.27) (p<0.05). 

Para un modelo de obesidad en ratas Wistar inducido por la administración de glutamato 

monosódico (GMS), un índice de Lee ≤ 30.0 era considerado como normal, mientras que 

cuando el valor era ≥ 30, las ratas se clasificaban como obesas (Suárez Román et al., 

2013). Sin embargo, otro estudio en el que la obesidad también fue inducida por el 

consumo de una dieta HFD por 12 semanas, reportó un índice de Lee de 29.20 ± 0.71 

para este grupo y de 26.93 ± 0.50 para el grupo control con SD (Zhang et al., 2020). El 

valor más alto del índice de Lee del grupo con HFD obtenido en un menor tiempo, puede 

explicarse por el porcentaje de grasa de la dieta, que en el caso de Zhang y colaboradores 

(2010) fue del 45%, mientras que el utilizado en el presente estudio fue del 20%. La 

diferencia estadísticamente significativa entre grupos del índice de Lee, permite clasificar 

a los animales del grupo HFFD como obesos. 

 

Tabla 6. Efecto de la HFFD en parámetros corporales. 

 SD HFFD 

Peso inicial (g) 205.16 ± 2.39 206.3 ± 0.97 

Peso final (g) 515.06 ± 16.17 590.44 ± 18.66 * 

Ganancia de peso (g) 309.9 ± 16.52 384.14 ± 19.29 * 

LNA (cm) 25.36 ± 0.60 25.28 ± 0.18 

Circunferencia visceral (cm) 23.83 ± 0.93 24.93 ± 0.60 

Circunferencia torácica (cm) 21.57 ± 0.57 21.46 ± 0.44 

Índice CV/CT 1.11 ± 0.04 1.16 ± 0.01 

IMC (g/cm2) 0.80 ± 0.02 0.92 ± 0.03 ** 

Índice de Lee 27.27 ± 0.27 28.56 ± 0.31 * 

Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa 
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 Figura 2. Efecto de la 

HFFD en el IMC por 

semana. Media ± EE, los 

datos se analizaron con 

prueba t-student p ≤ 

0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. 

SD. SD= dieta estándar; 

HFFD= dieta alta en 

grasa y fructosa; IMC= 

índice de masa corporal. 

Adicionalmente, a partir de las curvas de referencia para valorar el crecimiento físico de 

ratas machos Wistar publicadas por Cossio-Bolaños y colaboradores (2013), se 

determinó que el peso promedio de los percentiles 3, 10, 25, 50, 75, 90 y 97 para animales 

de 140 días era de aproximadamente 401.5, 426, 450, 473.8, 496.8, 519.6 y 542 g, 

respectivamente. Los puntos de corte para los percentiles se interpretan como: <P3 

desnutrición, P3-P10 delgadez, P10-P90 eutrófico, P90-P97 sobrepeso y >P97 obesidad 

(Cossio-Bolaños et al., 2013). De acuerdo con estos parámetros, el peso del 100% de los 

animales del grupo HFFD superó el peso promedio del P97 y entraron en la clasificación 

de obesidad (Tabla 7). En cuanto al grupo SD, todos los animales entraron en la categoría 

de eutróficos, a excepción de uno que superó ligeramente (5 g) el límite de peso para el 

P90, por lo que entró en la categoría de sobrepeso.  

 

Tabla 7. Clasificación de los animales de acuerdo a los percentiles de peso y edad para 

ratas macho Wistar 

Animal Grupo Peso (g) Percentil Clasificación 

1 SD 519.9 90 Eutrófico 

2 SD 535.0 <97 Sobrepeso 

3 SD 490.3 75 Eutrófico 

4 HFFD 543.1 97 Obesidad 

5 HFFD 560.0 >97 Obesidad 

6 HFFD 675.1 >97 Obesidad 

7 HFFD 560.0 >97 Obesidad 

8 HFFD 580.0 >97 Obesidad 

9 HFFD 582.7 >97 Obesidad 

10 HFFD 632.2 >97 Obesidad 



30 
 

7.2. Efecto de la HFFD sobre el consumo de alimento, agua y energía 

No hubo diferencias significativas en la ingesta diaria de alimentos entre los grupos, pero 

sí en la de energía (p<0.05) (Tabla 8 y Figura 3A). Lo anterior se explica por las 

diferencias en la composición y densidad energética de cada dieta (Tabla 1A, 2A y 3A). 

Las grasas aumentan la densidad energética de la dieta, disminuyen la sensación de 

saciedad y poseen un buen sabor, lo que contribuye al consumo de mayores cantidades 

de energía (Ello-Martin et al., 2005).  Por otra parte, el consumo diario promedio de agua 

disminuyó en el grupo HFFD, al igual que en otros estudios en los que se alimentó a los 

animales con este tipo de dieta (Marques et al., 2015; Becerril-Campos, et al. 2022). Lo 

cual puede ser consecuencia de la falta de un sabor dulce en el agua o al efecto de las 

grasas sobre la saciedad (Pahua-Ramos et al., 2014). 

 

Tabla 8. Consumo de alimento, energía y agua. 

 SD HFFD 

Alimento (g/día) 27.07 ± 0.74 25.80 ± 1.37 

Energía (Kcal/día) 92.04 ± 2.52 113.55 ± 6.03 * 

Agua (mL/día) 54.08 ± 3 44.23 ± 3.75 

Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 

 

 

7.3. Efecto de la HFFD sobre los parámetros de glucosa y lípidos 

Los animales del grupo HFFD mostraron un incremento del 32% en el colesterol total 

(CT), 150% en el LDL-C (p<0.05), 74% en el VLDL-C y 35% en los triglicéridos (p<0.05), 

así como una disminución del 20% en el HDL-C en suero sanguíneo, en comparación 

con el grupo SD (Tabla 9). Asimismo, el índice CT/HDL-C, asociado con el riesgo 

cardiovascular, aumentó en un 18% en el grupo HFFD; sin embargo, esta diferencia no 

fue estadísticamente significativa. Estos resultados concuerdan con los de otros estudios 

en los que también se ha asociado el consumo de una HFFD con el incremento de los 

niveles de CT y triglicéridos (Becerril-Campos, et al. 2022), así como con la reducción del 

HDL-C (Oyindasola, 2021).  
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Tabla 9. Efecto de la HFFD en las concentraciones de glucosa y lípidos en suero. 

 SD HFFD 

Glucosa (mg/dL) 92.48 ± 13.48 130.94 ± 16.26 * 

Colesterol (mg/dL) 64.10 ± 6.68 84.62 ± 10.17 

Triglicéridos (mg/dL) 99.42 ± 10.96 134.65 ± 9.20 * 

HDL-C (mg/dL) 54.67 ± 5.14 43.94 ± 8.46 

LDL-C (mg/dL) 2.67 ± 0.88 6.67 ± 0.80 * 

VLDL-C (mg/dL) 10.67 ± 3.53 18.57 ± 3.68 

CT/HDL-C 1.56 ± 0.05 1.84 ± 0.17 

Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructuosa; 

CT= colesterol total. 

 

La relación entre el CT, LDL-C y HDL-C, así como los niveles de triglicéridos son un 

conjunto de indicadores bioquímicos que permiten identificar individuos con riesgo de 

desarrollar enfermedades cardiovasculares (García-Muñoz et al., 2020). Tanto el LDL-C 

como el VLDL-C son partículas aterogénicas que contribuyen a la acumulación de placa 

en la pared arterial (Carvajal et al., 2014). El LDL-C al transportar colesterol hacia las 

células y el VLDL-C al transportar triglicéridos al tejido adiposo, músculo esquelético y 

corazón (Carvajal et al., 2014). En contraste, el HDL-C elimina el colesterol de las células 

al transportarlo de vuelta al hígado, por lo que se considera una partícula anti-aterogénica 

(Carvajal et al., 2014). La presencia de niveles altos de triglicéridos en conjunto con 

niveles bajos de HDL-C, también son factores de riesgo característicos de otras 

enfermedades metabólicas asociadas a obesidad (García-Muñoz et al., 2020). 

Los animales con HFFD también presentaron niveles de glucosa en sangre más elevados 

que los del grupo SD (p<0.05) (Tabla 8). La glucemia promedio del grupo HFFD 

sobrepasó el rango considerado normal (90-130 mg/dL) (Vílchez-Cáceda & Flores-López, 

2018), sin embargo, no cumplió con uno de los criterios utilizados para el diagnóstico de 

diabetes (≥ 200 mg/dl) en un modelo de rata macho Wistar (Figueroa et al., 2013). 

Aunque, cabe mencionar, que el hallazgo aislado de este criterio no es suficiente para 

diagnosticar la enfermedad (Figueroa et al., 2013).  
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El grupo HFFD también mostró una disminución de la tolerancia a los azúcares, como lo 

indica la respuesta glucémica tras la administración intraperitoneal de glucosa (Figura 4). 

El nivel basal de glucosa (NBG) en ayunas fue de 113.50 ± 3.34 y 92.80 ± 3.12 mg/dl para 

los grupos HFFD y SD, respectivamente. De acuerdo con un estudio en el que se 

caracterizó un modelo de diabetes tipo 2 en ratas Wistar, se estableció que un NBG entre 

los 70 y 100 mg/dL era considerado normal, un NBG entre los 100 y 125 mg/dL era un 

signo de prediabetes y un NBG ≥ 126 mg/dL era un signo de diabetes (Figueroa et al., 

2013). De igual forma, los niveles de glucosa del grupo HFFD fueron mayores a los 30, 

60, 90 y 120 min, respectivamente, en comparación con el grupo SD (p<0.05). 

 

Finalmente, la respuesta global, es decir, el AUC de la glucosa fue un 32.51% más alta 

en los animales del grupo HFFD (343.87 ± 15.51 mg·h/dl) que en los del grupo SD (259.5 

± 12.23 mg·h/dl) (Figura 5). Las alteraciones del AUC implican una respuesta anormal del 

organismo a los cambios en el nivel de glucosa en sangre tras una comida (glucemia 

posprandial), lo cual se considera una fase inicial de la resistencia a la insulina (Sakaguchi 

et al., 2016). Un valor de AUC ≥ 290 mg·h/dl es un indicador de intolerancia a la glucosa 

(Sakaguchi et al., 2016). Estos resultados en conjunto, sugieren que la HFFD provoca 

alteraciones en el metabolismo de los lípidos y la glucosa.  

 

 

Figura 3. Efecto de la HFFD en la respuesta de la glucemia posprandial. Media ± EE, 

los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 para HFFD). 

* HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 
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 Figura 4. Área bajo la 

curva en la prueba de 

tolerancia glucémica 

intraperitoneal. Media 

± EE, los datos se 

analizaron con prueba 

t-student p ≤ 0.005 

(n=3 para SD y n=7 

para HFFD). ** HFFD 

vs. SD. AUC= área 

bajo la curva. 

 

 

7.4. Efecto de la HFFD sobre los parámetros hematológicos 

La biometría hemática, es un examen de laboratorio que analiza tres tipos celulares de 

importancia clínica (eritrocitos, leucocitos y plaquetas), que permiten realizar el 

diagnóstico de patologías hematológicas y enfermedades que afectan distintos órganos 

y sistemas (López-Santiago, 2016). Estos parámetros ayudan a evaluar el estado 

higiénico y fisiológico de los animales experimentales, sobre todo cuando estos están 

sometidos a distintos tratamientos (León-Goñi et al., 2011). Diversos factores pueden 

alterar dichos parámetros, entre ellos, la dieta (León-Goñi et al., 2011). 

Un artículo reportó que ratones alimentados por 6 meses con una HFD presentaron un 

incremento en el recuento total de eritrocitos, leucocitos, linfocitos y neutrófilos en sangre, 

así como del volumen corpuscular medio y la amplitud de la distribución eritrocitaria 

(Maysami et al., 2015). El incremento del número total de células sanguíneas (eritrocitos 

y leucocitos) aumenta la viscosidad de la sangre en personas con obesidad, lo que impide 

su flujo a través de los vasos sanguíneos y termina por provocar trastornos 

cardiovasculares (Dworzański et al., 2021). Adicionalmente, se ha encontrado que la 

proporción de grasa en la dieta puede modificar la función plaquetaria de animales y 

humanos, lo cual en conjunto con las alteraciones que induce sobre el perfil lipídico, 

contribuye al desarrollo de aterosclerosis (Paredes et al., 2009). 
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El consumo de una HFD también puede incrementar el número de neutrófilos en 

circulación sanguínea (Dworzański et al., 2021). Un estudio reportó que, la administración 

de una HFD a ratas macho Wistar durante 8 semanas, no alteró el número de eritrocitos 

y plaquetas, pero si aumentó el de neutrófilos (Dworzański et al., 2021). Los neutrófilos 

son células leucocitarias que desempeñan un importante papel en la defensa 

antimicrobiana, por lo que su recuento en sangre se incrementa dramáticamente durante 

una infección o inflamación (Lokuta & Huttenlocher, 2005). El consumo a largo plazo de 

una HFFD puede resultar en el desarrollo de obesidad, la cual se caracteriza por la 

inflamación crónica generalizada (Forte et al., 2020). Dicho estado es promovido por el 

incremento del número de adipocitos, que secretan leptina y resistina en sangre, las 

cuales estimulan la producción de citoquinas proinflamatorias; así como los macrófagos 

que se aglomeran en el tejido adiposo y también secretan este tipo de citoquinas, 

específicamente TNF-α y IL-6 (Dworzański et al., 2021). TNF-α e IL-6 se han implicado 

en el reclutamiento y la regulación del tráfico de los neutrófilos a las zonas de inflamación, 

respectivamente (Lokuta & Huttenlocher, 2005; Fielding et al., 2008). Las dietas altas en 

fructuosa también son capaces de inducir inflamación a través de la reprogramación del 

fenotipo metabólico de las células del hígado (hepatocitos, macrófagos hepáticos o 

células de Kupffer, y células NK) (Siyu et al., 2021). 

Los resultados de este experimento (Tabla 10), muestran que el grupo HFFD presentó 

un incremento en el recuento total de eritrocitos, leucocitos, linfocitos y plaquetas en 

sangre, así como del volumen corpuscular medio y la amplitud de la distribución 

eritrocitaria. Sin embargo, ninguna de estas diferencias fue estadísticamente significativa, 

y todos los parámetros evaluados en la biometría hemática cayeron dentro de los rangos 

normales de referencia para ratas establecidos por León-Goñi y colaboradores (2011). 

Además, no se detectaron neutrófilos ni eosinófilos en ninguna de las muestras 

sanguíneas de ambos grupos. Es probable que la falta de impacto de la HFFD sobre los 

parámetros hematológicos se haya debido al tiempo durante el cual se administró la dieta 

(16 semanas), ya que previamente se ha reportado que periodos cortos de alimentación 

con HFD podrían no ser suficientes para observar diferencias significativas en los 

parámetros hematológicos de ratas macho Wistar (Dworzański et al., 2021). Estos 

resultados también podrían ser indicadores de la ausencia de infección e inflamación 

generalizada en los animales, así como de su buen estado fisiológico y la eficiencia de 
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las condiciones sanitarias bajo las cuales se llevó a cabo el experimento (León-Goñi et 

al., 2011). 

 

Tabla 10. Efecto de la HFFD la biometría hemática. 

Parámetro SD HFFD 
Referencia normal 

(León-Goñi et al., 2011) 

Recuento de glóbulos 

blancos (x103/µl) 
8.10 ± 4.33 10.40 ± 0.63 3.84 - 10.74 

Recuento de glóbulos 

rojos (x106/µl) 
6.39 ± 1.23 7.57 ± 0.77 6.03 - 8.10 

Hemoglobina (g/dl) 13.10 ± 2.50 12.43 ± 1.10 12.64 - 15.52 

Hematocrito (%) 37.13 ± 7.67 43.16 ± 4.50 32.7 - 41 

Volumen corpuscular 

medio (fL) 
58 ± 1.76 56.94 ± 0.48 48.6 - 55.6 

Hemoglobina corpuscular 

media (pg) 
17.75 ± 0.25 16.63 ± 0.52 18.2-22.2 

Concentración de 

hemoglobina corpuscular 

media (g/dl) 

31.05 ± 1.05 31.40 ± 0.99 36.7-40.6 

Plaquetas (x103/µl) 622.33 ± 262.56 
734.86 ± 

106.37 
438 - 916 

Linfocitos (%) 83.85 ± 5.56 84.91 ± 3.45 83.51 - 97.13 

Eosinófilos (%) ND ND 0 - 1 

Neutrófilos (%) ND ND 0-14.5 

Amplitud de la distribución 

eritrocitaria (%) 
12.73 ± 1.01 15.59 ± 0.32 11 - 15 

Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). No hay diferencias significativas. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en 

grasa y fructosa; ND= no detectado. 
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7.5. Efecto de la HFFD sobre el peso e índices orgánicos 

Después de 16 semanas con HFFD, el peso de los órganos no mostró diferencias 

significativas respecto al grupo SD, a excepción del peso del hígado, el cual aumentó en 

un 21% (p < 0.05) (Tabla 11). El consumo de dietas ricas en grasas y carbohidratos, como 

la empleada en este estudio, promueve la activación de las células de Kupffer (Pilling et 

al., 2021). Estos macrófagos son capaces de inducir un estado inflamatorio e incrementar 

la producción de ácidos grasos en hepatocitos, lo que resulta en la acumulación de grasa 

en hígado (Tsuru et al., 2020; Pilling et al., 2021). Esta condición, conocida como 

esteatosis hepática, es evidenciada por el incremento del peso del hígado y la alteración 

del metabolismo (Cattley & Cullen, 2013), por lo que se ha asociado con el desarrollo de 

obesidad, resistencia a la insulina e hiperlipidemia (VanSaun et al., 2009). 

Las dietas altas en fructosa también se han asociado con el desarrollo de otras 

enfermedades hepáticas, como la del hígado graso no alcohólico (Siyu et al., 2021). Esto 

debido a que la ingesta excesiva de fructosa induce la lipogénesis de novo, lo que resulta 

en esteatosis hepática (Siyu et al., 2021). Este órgano tiene la capacidad metabólica para 

almacenar entre el 60-70% de los carbohidratos ingeridos a través de la dieta en forma 

de glucógeno y grasa (Velázquez et al., 2013). Por lo que, es posible afirmar que la HFFD 

contribuyó al aumento del peso del hígado a través de la acumulación de lípidos.  

 

Tabla 11. Efecto de la HFFD en el peso y longitud de órganos y tejidos. 

Órgano SD HFFD 

Hígado (g) 21.52 ± 0.91 26.07 ± 1.22 * 

Riñones (g) 4.01 ± 0.11 4.39 ± 0.19 

Estómago (g) 2.5 ± 0.14 2.9 ± 0.28 

Ciego (g) 3.53 ± 0.25 3.72 ± 0.34 

ID (g) 14.92 ± 0.74 13.66 ± 0.67 

ID (cm) 140.17 ± 3.63 136.27 ± 3.05 

Colon (g) 3.16 ± 0.08  2.94 ± 0.10  

Colon (cm) 22.67 ± 1.17 21.07 ± 1.23 

TAE (g) 9.85 ± 1.54 14.80 ± 1.83 
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Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa, 

ID: intestino delgado, TAE: tejido adiposo epididimal, TAV: tejido adiposo visceral y TAS: 

tejido adiposo subcutáneo. 

 

En la semana 16, también se calcularon los índices orgánicos para ambos grupos (Tabla 

12). Los valores obtenidos, que indican la proporción del peso del órgano con respecto a 

la masa corporal del animal, pueden utilizarse como indicadores de ciertas patologías 

asociadas a obesidad (Zhang et al., 2020). En este sentido, los cambios en los índices 

hepático y renal son indicadores del riesgo de esteatosis hepática y daño renal, 

respectivamente (Zhang et al., 2020). Los resultados presentados aquí, indican que el 

índice hepático del grupo HFFD aumentó con respecto al grupo SD (p<0.05), a diferencia 

del índice renal que no difirió significativamente del control.  

Un estudio en el que se alimentó a ratas macho Wistar por un periodo de 12 semanas 

con HFD, tampoco reportó un efecto de la dieta sobre el peso de los riñones o el índice 

renal, pero sí un aumento significativo del peso del hígado y el índice hepático (Zhang et 

al., 2020). Por lo que, es posible que la HFFD no induzca daño renal, pero si alteraciones 

de la función hepática como lo indica el aumento del peso del hígado y el índice hepático, 

observado tanto en este estudio como en el de Zhang y colaboradores (2020). En 

estudios posteriores sería conveniente enriquecer esta información mediante análisis 

histológicos, ya que en otros modelos con HFD se ha presentado evidencia de esteatosis, 

infiltración linfocítica y necrosis focal en hepatocitos (Zhang et al., 2020). 

Por otro lado, los índices que indican la proporción del peso del intestino delgado y el 

colon con respecto a la masa corporal del animal, disminuyeron significativamente en el 

grupo HFFD (p<0.05). En ratas adultas (500 g) el porcentaje del peso del intestino con 

respecto al peso corporal varía entre el 1.4 y 4% (Miller, 1971). Esto implica que, a pesar 

de que el índice intestinal de los animales HFFD (2.33%) haya sido menor que el del 

grupo SD (2.90%), la proporción del intestino delgado continúa considerándose normal. 

Lo cual se confirma al no haber encontrado diferencias significativas en el peso y longitud 

promedio del intestino delgado de ambos grupos. De igual manera, otros estudios en 

ratas con HFD, tampoco han reportado cambios significativos en el peso o longitud de 

este órgano, tras la administración de la dieta (Xie et al., 2020). 
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En cuanto a la disminución del índice colónico, se ha reportado que el consumo de una 

dieta HFD en ratas es capaz de producir una leve reducción del peso y longitud del colon, 

así como de la profundidad de sus criptas (Xie et al., 2020). A pesar de que nuestros 

resultados muestran que la disminución del peso (7%) y la longitud (7%) del colon del 

grupo HFFD con respecto al SD no fue significativa; el índice colónico indica que la 

proporción de este órgano con respecto al peso corporal del animal se redujo después 

de la alimentación por 16 semanas con HFFD. Esto último podría ser un factor que 

contribuye al desarrollo de la obesidad, al afectar directamente a las comunidades 

microbianas que habitan el intestino grueso (disbiosis intestinal) y la absorción de AGCC 

que ocurre en la mucosa colónica (Duncan et al., 2008). 

 

Tabla 12. Efecto de la HFFD en los índices de Lee y orgánicos. 

Índice SD HFFD 

Hepático 4.17 ± 0.06 4.53 ± 0.12 * 

Renal 0.78 ± 0.04 0.75 ± 0.04 

TAE 1.90 ± 0.25 2.21 ± 0.31 

Estomacal 0.49 ± 0.04 0.50 ± 0.06 

Cecal 0.69 ± 0.05  0.63 ± 0.04  

Intestinal 2.90 ± 0.14 2.33 ± 0.16 * 

Colónico 0.61 ± 0.03 0.50 ± 0.03 * 

Media ± EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 

para HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 

 

7.6. Efecto de la HFFD sobre el tejido adiposo visceral y subcutáneo 

El efecto de la HFFD sobre el tejido adiposo se midió in vivo por resonancia magnética y 

con las imágenes obtenidas se realizó un modelo tridimensional de la distribución 

anatómica de la grasa visceral y subcutánea, que además permitió cuantificar el volumen 

de las mismas. Los resultados muestran que los animales del grupo HFFD presentaron 

tres veces más grasa visceral (p=0.0003) y dos veces más grasa subcutánea (p=0.008) 

que el grupo SD (Figura 6). El peso promedio de la grasa subcutánea y visceral de los 

animales SD fue de 5.4 y 4.3 g, respectivamente, mientras que para los animales del 
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grupo HFFD estos valores aumentaron a 10.5 y 13.3 g, respectivamente. En cuanto a 

proporciones, el porcentaje de grasa subcutánea representó el 1.05% del peso corporal 

de los animales SD, mientras que para el grupo HFFD éste representó el 1.78%. Por otro 

lado, el porcentaje de grasa visceral fue de 0.83% para el grupo SD, mientras que para 

el grupo HFFD éste fue del 2.25%. Estos resultados indican que la dieta HFFD promovió 

el aumento del tejido adiposo, especialmente del visceral, en aquellos animales que la 

consumieron, lo cual concuerda con lo reportado por Becerril-Campos y colaboradores 

(2022). Debido a que en el tejido adiposo se sintetizan distintas adipocinas que actúan a 

nivel autocrino, paracrino y endocrino, el exceso de grasa puede alterar algunas de las 

funciones del organismo (Marzola et al., 2016). Por ejemplo, el comportamiento 

alimentario de los animales, la homeostasis energética, la regulación del metabolismo de 

la glucosa y los lípidos, la sensibilidad a la insulina, entre otras (Marzola et al., 2016). 

 

La imagen por resonancia magnética (IRM) posibilita la investigación de la distribución 

anatómica y la cuantificación de los distintos tipos de tejido adiposo in vivo (Marzola et 

al., 2016). Esto debido a que las distintas frecuencias de resonancia de los protones del 

agua y las cadenas de metileno (CH2) de los lípidos, permiten diferenciar a la grasa del 

agua (Marzola et al., 2016). En ratas macho Wistar de 14 semanas el tejido adiposo 

puede representar del 17 al 23% del peso corporal y se distribuye en varios depósitos 

anatómicos (Cossio-Bolaños et al., 2010). En ratas, el TAB predomina en los depósitos 

subcutáneos y viscerales, sin embargo, se puede encontrar TAM en los depósitos 

cervical, interescapular y axilar (Gil, 2002). Los depósitos viscerales más abundantes son 

el gonadal (ovárico o epididimal) y el que rodea a los intestinos (mesentérico), mientras 

que el depósito subcutáneo más abundante es el inguinal (Cinti, 2001). Lo anterior 

concuerda con lo encontrado durante la construcción de los modelos tridimensionales 

presentados en la figura 6 (B y C). 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figura 5. (A) Efecto de la HFFD sobre el tejido adiposo visceral y subcutáneo. Media ± 

EE, los datos se analizaron con prueba t-student p ≤ 0.005 (n=3 para SD y n=4 para 

HFFD). ** HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 

Modelo 3D representativo de la grasa visceral (roja) y subcutánea (verde) de un animal 

del grupo SD (B) y HFFD (C). 

 

7.7. Efecto de la HFFD sobre la permeabilidad intestinal 

Los resultados del ensayo con FICT-dextrano muestran que, la HFFD incrementó 

drásticamente la permeabilidad intestinal (p<0.005) (Figura 7). En ratas alimentadas con 

este tipo de dieta, el aumento de la permeabilidad intestinal se ha asociado con la 

alteración de las comunidades microbianas que modulan a la baja la expresión de 

proteínas epiteliales de unión estrecha, como ZO-1 y ocludina (Cani et al., 2008). El daño 

del epitelio intestinal conlleva a la endotexemia por LPS, lo que desencadena una serie 

de alteraciones metabólicas (aumento de peso, tolerancia a la glucosa y resistencia a la 

insulina) asociadas con la obesidad en roedores (Cani et al., 2007). Por lo que, más 

adelante sería interesante relacionar este resultado con cambios en la expresión de 

proteínas de unión estrecha y la disbiosis de la microbiota intestinal. 
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 Figura 6. Efecto de la HFFD sobre la 

permeabilidad intestinal. Análisis de la 

concentración de FICT-dextrano en 

suero sanguíneo. Media ± EE, los datos 

se analizaron con prueba t-student p ≤ 

0.005 (n=2 para SD y n=4 para HFFD). 

** HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; 

HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 

 

 

7.8. Cultivo de Clostridium spp., Bacteroides spp. y Lactobacillus spp. 

El uso de técnicas para el cultivo de bacterias intestinales (Tabla 13) que involucraron la 

especialización de medios de cultivo disponibles comercialmente (Tablas 1-5) permitió la 

recuperación exitosa de distintas colonias bacterianas a partir de heces de rata. Los 

medios de cultivo comerciales fueron enriquecidos con agar bacteriológico, extracto de 

levadura, glucosa y vitamina K. Esta última es un factor de crecimiento requerido por 

bacterias intestinales, cuya función principal es la de transportar electrones entre 

moléculas durante el proceso de respiración anaerobia (Caycedo-Lozano et al., 2021). 

Asimismo, a todos los medios sólidos se les añadió cisteína, con el fin de preservar una 

atmósfera reductora pobre en O2 y otros gases oxidantes (Caycedo-Lozano et al., 2021). 

La incubación de los medios de cultivo en condiciones anaeróbicas, se realizó utilizando 

un recipiente de plástico, el cual fue enjuagado con CO2 antes de ser sellado 

herméticamente e introducido a la incubadora a 37°C. La rezasurina fue utilizada como 

indicador de las condiciones anaerobias de la incubación y en ningún momento se 

observó el vire de color a azul, lo cual hubiese indicado la presencia de O2 (Bacic & Smith, 

2008). 
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Tabla 13. Cultivo de Clostridium spp., Bacteroides spp. y Lactobacillus spp. en medios 

especializados. 

 Método Imagen Descripción 

D
ía

 1
 

Enriquecimiento 
de muestras 

 

 

Muestras de heces 
de rata en caldo 
acidificado MRS, 
PBS-PRAS y BHI-
PRAS incubadas a 
37°C (de izq. a der.). 

D
ía

 2
 Cultivo en 

medios 
selectivos y 
diferenciales 

 

 

Placas con agar 
BFS, LAMAB y BHI 
incubadas a 37°C en 
condiciones de 
anaerobiosis (de izq. 
a der.). 

D
ía

 4
 

Primer 
aislamiento en 

medio 
enriquecido 

para 
Clostridium spp. 

 

 

 

Placas con agar BHI. 
Solo hubo 
crecimiento de 2 
grandes colonias 
blancas, cremosas y 
de bordes rugosos 
en la placa donde se 
inoculó la dilución 
10-4 UFC/mL, pero 
no en las placas con 
las diluciones 10-6, 
10-8 y 10-9 UFC/mL. 
Las colonias que 
crecieron se 
traspasaron 
nuevamente a agar 
BHI para su primer 
aislamiento. 

O 
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 Método Imagen Descripción 

D
ía

 4
 

Primer 
aislamiento en 
medio selectivo 

para 
Bacteroides 

spp. 
 

 

 
 

Placas con agar 
BFS. (A) colonias 
naranjas circulares 
de borde entero, 
convexas, lisas, 
cremosas y 
superficiales que 
aclararon el medio. 
(B) y (C) tapete 
bacteriano traslúcido 
y puntiforme que 
oscureció el medio. 
Los 3 tipos de 
colonias se 
traspasaron a agar 
BFS para su primer 
aislamiento. 

D
ía

 5
 

Segundo 
aislamiento en 

medio 
enriquecido 

para 
Clostridium spp. 

 

 
 

Colonias blancas, 
circulares, de borde 
rugoso, convexas, 
de superficie lisa, 
brillante, cremosa y 
superficial creciendo 
en placas con agar 
BHI. Las placas se 
conservaron en 
refrigeración a -4°C. 

Segundo 
aislamiento en 
medio selectivo 

para 
Bacteroides 

spp. 

 

Colonias grandes 
amarillo-verdosas, 
circulares, borde 
entero, convexas, 
lisas, brillantes, 
cremosas y 
superficiales 
creciendo en agar 
BFS. Las colonias 
que crecieron se 
traspasaron a agar 
BHI para su 
mantenimiento a -
4°C. 
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 Método Imagen Descripción 

D
ía

 5
 

Primer 
aislamiento en 
medio selectivo 

para 
Lactobacillus 

spp. 

 

Tres colonias 
creciendo en la 
placa 1 de agar 
LAMAB inoculado 
con 100 µL de la 
dilución 1x10-8 

UFC/mL con 
micropipeta. (1) 
Colonia blanca con 
centro azul, circular, 
borde entero, 
acuminada, lisa, 
brillante, cremosa, 
superficial. La zona 
del agar donde 
creció se tornó 
amarilla. (2) Colonia 
blanca con centro 
azul, circular, borde 
ondulado, 
acuminada, rugosa, 
brillante, cremosa y 
superficial. La zona 
donde creció se 
tornó amarilla. (3) 
Colonia circular con 
centro blanco, borde 
entero, convexa, 
lisa, brillante, 
cremosa y 
superficial. 

Primer 
aislamiento en 
medio selectivo 

para 
Lactobacillus 

spp. 

 

Una única colonia 
blanca con centro 
azul, circular, borde 
entero, acuminada, 
lisa, brillante, 
cremosa y 
superficial creciendo 
en la placa 2 de agar 
LAMAB inoculado 
con la dilución 1x10-

1 UFC/mL con asa 
bacteriológica. La 
zona donde creció 
se tornó de verde a 
amarilla. Todas las 
colonias que 
crecieron en el agar 
LAMAB se 
traspasaron a agar 
MRS para su primer 
aislamiento. 
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 Método Imagen Descripción 

D
ía

 8
 

Segundo 
aislamiento en 
medio selectivo 

para 
Lactobacillus 

spp. 

 

Placas de agar MRS 
con crecimiento de 
pequeñas colonias 
blancas, circulares, 
de bordes enteros, 
lisas, brillantes y 
cremosas, lo cual 
concuerda con la 
morfología descrita 
para Lactobacillus 
spp. (A) Aislamiento 
de la colonia que 
aparece en la placa 
2 de agar LAMAB. 
(B1) Aislamiento de 
la colonia 3 de la 
placa 1 de agar 
LAMAB. (B2) 
Aislamiento de la 
colonia 1 de la placa 
1 de agar LAMAB. 
(B3) Aislamiento de 
la colonia 2 de la 
placa 1 de agar 
LAMAB. Las placas 
se conservaron en 
refrigeración a -4°C. 

 

La morfología colonial, así como los resultados de la tinción de Gram y la prueba de 

catalasa, coincidieron con lo esperado para Clostridium spp., Bacteroides spp. y 

Lactobacillus spp. en agar BHI, BFS y LAMAB, respectivamente (Tabla 14). El uso de 

gentamicina (aminoglucósido) en el medio BFS inhibió el crecimiento de bacilos Gram 

negativos y permitió seleccionar a B. fragilis de poblaciones mixtas que contienen 

anaerobios facultativos u otras bacterias con reacciones de esculina positivas, como 

enterococos y lactobacilos (Bacic & Smith, 2008; Ho et al., 2017). Las sales biliares del 

medio permitieron diferenciar a B. fragilis de Prevotella spp., debido a que éste género 

es sensible a ellas (Bacic & Smith, 2008). Adicionalmente, el azul de bromotimol es un 

indicador de pH que se torna azul en medios alcalinos y vira a amarillo cuando el medio 

se acidifica, lo que permite distinguir las colonias de bacterias fermentadoras de las que 

no lo son (Caycedo-Lozano et al., 2021). La adición de esculina y citrato férrico amónico 

permitieron detectar a las colonias capaces de hidrolizar esculina (Ho et al., 2017). Estos 

componentes hacen que la recuperación de B. fragilis en medio BFS sea altamente 

eficiente, ya que la bacteria forma grandes colonias amarillas de bacilos Gram negativos, 
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esculina y catalasa positivos (Ho et al., 2017). Lo cual coincidió con las características de 

las tres colonias aisladas en agar BFS: TAP1, TAP2 y NAR. 

 

Posteriormente, el cultivo de muestras fecales en agar BHI enriquecido con agar 

bacteriológico, extracto de levadura, vitamina K y cisteína, dio como resultado el 

crecimiento de dos grandes colonias blancas (BHI1 y BHI2) con bordes rugosos 

delimitados por una línea oscura típica de algunas especies de Clostridium, como C. 

perfringens (Udhayavel et al., 2017). Además, la tinción Gram reveló la presencia de 

bacilos Gram positivos y catalasa negativos, de acuerdo con lo reportado para 

Clostridium spp. (Reiner, 2010). La prueba de catalasa permite diferenciar a las bacterias 

aerobias o aerotolerantes de las anaerobias estrictas, debido a que estas últimas carecen 

de esta enzima que descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno (Reiner, 

2010). 

 

Por otro lado, la incorporación de norfloxacino al medio de cultivo asegura la inhibición 

de bacterias aerobias Gram positivas y negativas, y permite el crecimiento selectivo de 

microorganismos anaerobios como Clostridium sp., Actinomyces sp., Fusobacterium sp., 

y Bacteroides sp. (AEMPS, 2020). Sin embargo, la adecuación del agar BHI a los 

requerimientos nutricionales y fenotipo metabólico de Clostridium sp., así como la 

incorporación de este antibiótico, ha permitido el aislamiento selectivo de bacterias 

clostridiales (Clostridium sp., C. leptum, C. paraputrificum, C. clostridiiforme, C. difficile y 

Eubacterium sp.) a partir de heces en estudios anteriores (Rafil et al., 1991; Connor et 

al., 2018). No obstante, sería recomendable realizar más adelante la identificación por 

PCR de los microorganismos recuperados en el agar BHI y los otros medios de cultivo 

utilizados. 

 

Finalmente, para el cultivo de Lactobacillus spp., las muestras fecales se inocularon en 

caldo MRS acidificado (pH 2.5), antes de la siembra en medio MRS anaeróbico con verde 

de bromocresol (LAMAB), con el fin de seleccionar lactobacilos ácido-tolerantes. El 

LAMAB es un medio electivo para Lactobacillus spp., ya que la presencia de verde de 

bromocresol permite identificar a las colonias de lactobacilos por su coloración azul o 

verde, así como por el vire de color del medio circundante de verde a amarillo debido a 

la producción de ácido (Sun et al., 2015). Las colonias pueden tener forma circular o 

irregular y medir más de 1 mm de diámetro y, microscópicamente, son bacilos Gram 
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positivos y catalasa negativos (Sun et al., 2015). Estas características concordaron con 

tres (PA, FA y CA) de las cuatro colonias que crecieron agar LAMAB. La selectividad del 

medio podría incrementarse mediante la incorporación de agentes selectivos para 

Lactobacillus spp., como la vancomicina (Sun et al., 2015). De hecho, un estudio reportó 

un crecimiento selectivo de Lactobacillus spp. en medio LAMAB + vancomicina 

(LAMVAB) a partir de placas de Peyer de ratas SD alimentadas con HFD (Sun et al., 

2015). La secuenciación del gen 16Sr RNA de las colonias aisladas en agar LAMVAB 

reveló que el 82% de las mismas correspondían a L. reuteri, una cepa probiótica de 

Lactobacillus que desempeña un importante papel en la reducción de la inflamación 

intestinal asociada a obesidad (Sun et al., 2015). 

 

Tabla 14. Colonias aisladas en medios especializados para el cultivo de Clostridium 

spp., Bacteroides spp. y Lactobacillus spp. 

Colonia Morfología 
Imagen de las 

colonias 
Agar 

Cata

lasa 

Imagen de la 

prueba catalasa 

Tinción 

de 

Gram 

Imagen de la 

tinción Gram 

(x100) 

 

Bacteroides spp. 

 

 

TAP1 

 

Grandes colonias 

amarillas, circulares, 

borde entero, 

convexas, lisas, 

brillantes, cremosas 

y superficiales que 

oscurecieron el 

medio 

 

 

 
 

 

BFS + 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

Bacilos 

Gram (-) 

 

 

TAP2 

Grandes colonias 

amarillas, circulares, 

borde entero, 

convexas, lisas, 

brillantes, cremosas 

y superficiales que 

oscurecieron el 

medio 

 

 
 

 

BFS + 
Bacilos 

Gram (-) 

 

 

NAR 

Grandes colonias 

amarillo-naranjas 

circulares de borde 

entero, convexas, 

lisas, brillantes, 

cremosas y 

superficiales que 

oscurecieron el 

medio 

 

 
 

BFS + 
Bacilos 

Gram (-) 

 

 

O 
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Colonia Morfología 
Imagen de las 

colonias 
Agar 

Cata

lasa 

Imagen de la 

prueba catalasa 

Tinción 

de 

Gram 

Imagen de la 

tinción Gram 

(x100) 

 
Clostridium spp. 

 

BHI1 

Colonias blancas, 
circulares, de borde 
rugoso, convexas, 
de superficie lisa, 

brillante, cremosa y 
superficial 

 

 

BHI - 

 

Bacilos 
Gram 

(+) 
 

 

BHI2 

Colonias blancas, 
circulares, de borde 
rugoso, convexas, 
de superficie lisa, 

brillante, cremosa y 
superficial 

 

 
 

BHI - 
Bacilos 
Gram 

(+) 

 

 
Lactobacillus spp. 

 

PA 

 
Colonia blanca con 
centro azul, circular, 

borde entero, 
acuminada, lisa, 

brillante, cremosa, 
superficial. La zona 

del agar donde 
creció se tornó de 
verde a amarilla. 

 

 

LAMA
B 

- 

 
 

 
 
 

 
 

 

 

Bacilos 
Gram 

(+) 

 

FA 

Colonia blanca con 
centro azul, circular, 

borde ondulado, 
acuminada, rugosa, 
brillante, cremosa y 
superficial. La zona 

donde creció se 
tornó amarilla. 

 
 

 

LAMA
B 

- 
Bacilos 
Gram 

(+) 

 

CA 

Colonia blanca con 
centro azul, circular, 

borde entero, 
acuminada, lisa, 

brillante, cremosa y 
superficial. La zona 

donde creció se 
tornó de verde a 

amarilla. 
 

 
 

LAMA
B 

- 
Bacilos 
Gram 

(+) 

 

PO 

Colonia circular con 
centro blanco, borde 

entero, convexa, 
lisa, brillante, 

cremosa y 
superficial. La zona 

donde creció 
permaneció verde. 

 
 

 

LAMA
B 

+ 

No se realizó tinción por carecer 
de coloración azul, ser catalasa 
(+) y no producir el vire del color 

del medio circundante 
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En esta tesis se empleó un modelo animal para estudiar el impacto sobre el metabolismo 

y la función intestinal del consumo prolongado de una dieta alta en grasa y fructosa, con 

el fin de contribuir a comprender de forma más eficiente sus efectos perjudiciales sobre 

el organismo y la salud intestinal. Además, se cultivaron bacterias intestinales aisladas 

de heces de rata en medios específicos para Clostridium spp., Bacteroidetes spp. y 

Lactobacillus spp. Ésto con el objetivo de que en estudios posteriores sea posible 

relacionar las alteraciones de la función intestinal observadas en este modelo de 

obesidad con la disbiosis de especies bacterianas pertenecientes a dichos géneros. 

 

VIII. CONCLUSIONES 

El incremento del peso corporal, índice de Lee, IMC, así como el de los porcentajes de 

grasa visceral y subcutánea del grupo HFFD, demostró que el consumo por 16 semanas 

de una HFFD fue capaz de inducir daño metabólico asociado con obesidad en ratas 

Wistar macho. Asimismo, los cambios observados en el perfil glucémico del grupo HFFD 

indicaron el desarrollo de intolerancia a la glucosa, mientras que las alteraciones del perfil 

lipídico (↑CT, ↑TG, ↑VLDL-C, ↑LDL-C y ↓HDL-C) y el índice hepático sugirieron un 

aumento del riesgo cardiaco y la posible acumulación de lípidos en el hígado. Por otro 

lado, la reducción del índice intestinal y colónico, así como el aumento de la 

permeabilidad intestinal indicaron que la dieta experimental fue capaz de inducir daño en 

la función/integridad intestinal en los animales del grupo HFFD.  

 

En resumen, los resultados encontrados en este proyecto indican que la dieta alta en 

grasa y fructosa está asociada a la función intestinal y a las alteraciones metabólicas 

determinadas. Debido a que los efectos de la dieta están directamente relacionados con 

la proporción de grasas y azúcares de la misma, se concluye que una HFFD con 20% de 

grasa y 20% fructosa es útil para estudiar las repercusiones sobre la salud metabólica e 

intestinal del consumo prolongado de un patrón dietético similar al occidental en humano.  

 

Finalmente, la especialización de medios de cultivo disponibles comercialmente y su 

incubación en condiciones anaeróbicas, permitieron el crecimiento selectivo y diferencial 

de microbiota fecal. Específicamente, se aislaron y cultivaron bacterias que debido a sus 
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características es altamente probable que pertenezcan a los géneros de interés, que han 

sido relacionados con el desarrollo de obesidad (Clostridium spp.) o la integridad 

intestinal (Lactobacillus spp. y Bacteroides spp.). Se espera que estos resultados puedan 

contribuir en un futuro próximo a relacionar las alteraciones de la función intestinal 

observadas en este modelo de obesidad inducida por HFFD, con la disbiosis de los 

microorganismos mencionados. 
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ANEXOS 

 

Tabla 1A. Composición de las dietas estándar (SD) y alta en grasas y azúcares (HFFD). 

Dieta Ingredientes 

SD (RLC 

5001) 

Harina de soja, alfalfa, germen de trigo, maíz, avena, remolacha 

seca, levadura de cerveza, suero de leche, grasa animal con 

tocoferoles mixtos, harina de carne y pescado, sal, carbonato, 

fosfato, D-pantotenato y yodato de calcio, cloruro de colina, L-lisina, 

DL-metionina, acetato y palmitato de vitamina A, esterol animal 

activado D (fuente de vitamina D3), acetato de tocoferilo DL-alfa 

(fuente de vitamina E), menadiona bisulfito sódico (fuente de 

vitamina K), mononitrato de tiamina (vitamina B12), riboflavina, 

niacina, ácido fólico, D-biotina, clorhidrato de piridoxina, óxido de 

manganeso y zinc, sulfato de zinc y cobre, selenito de sodio, 

carbonato ferroso y de cobre. 

HFFD 
Dieta estándar, manteca de cerdo, fructosa, salvado, aceite, colato 

de sodio, vitaminas y minerales. 

o 

Tabla 2A. Contenido nutrimental de los ingredientes de las dietas experimentales. 

 Proteínas (g) Lípidos (g) 
Hidratos de 

carbono (g) 
Fibra (g) 

RLC 5001 25 5 47.5 5.3 

Manteca 0 100 0 0 

Fructuosa 0 0 100 0 

Caseinato 88 2 0 0 

Salvado 16 8 58 34.16 

Aceite 0 100 0 0 

O 

Tabla 3A. Contenido de energía, nutrimentos y fibra de las dietas por cada 100 g de 

alimento. 

 
Energía 

(Kcal/100g) 

Proteínas 

(%) 

Hidratos de 

carbono (%) 

Lípidos 

(%) 

Fibra 

(%) 

SD 340 23.87 48.5 5 5.3 

HFFD 440 21.75 43.51 21.88 3.6 

 



 
 

 

Figura 1A. Delta del 

peso. Media ± EE, 

los datos se 

analizaron con 

prueba T student p ≤ 

0.05 (n=3 para SD y 

n=7 para HFFD). * 

HFFD vs. SD. SD= 

dieta estándar; 

HFFD= dieta alta en 

grasa y fructosa. 
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Figura 2A. Circunferencias (A) 

visceral, (B) torácica e (C) índice 

CV/CT. Media ± EE, los datos se 

analizaron con prueba T student p 

≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 para 

HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta 

estándar; HFFD= dieta alta en 

grasa y fructosa. 
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Figura 3A. Consumo de alimento por semana (A) y promedio (B). Consumo de energía 

por semana (C) y promedio (D). Consumo de agua por semana (E) y promedio (F). Media 

± EE, los datos se analizaron con prueba T student p ≤ 0.05 (n=3 para SD y n=7 para 

HFFD). * HFFD vs. SD. SD= dieta estándar; HFFD= dieta alta en grasa y fructosa. 

 



 
 

 

Figura 4A. Curva de crecimiento de peso corporal de ratas machos Wistar en función de 

la edad. El peso promedio de los percentiles (P) 3 al 97 para ratas de 21 a 112 días de 

edad se obtuvo de las tablas propuestas por Cossio-Bolaños y colaboradores (2013). El 

valor del peso promedio para ratas de 140 días de edad (últimos siete puntos) se calculó 

a partir de las ecuaciones obtenidas por regresión lineal de dichos valores de referencia. 

 

 

  

Figura 5A. Curva estándar 

de la concentración de 

FICT-dextrano en suero 

sanguíneo. Media ± DE, 

los datos se analizaron 

mediante LMS. La gráfica 

muestra los valores de 

densidad óptica (DO) de 

las concentraciones de la 

curva de 0 a 8 μg/mL de 

FICT-dextrano. 
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