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Resumen

Introduccion: Los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) acetato, propionato y butirato, son productos de
fermentacién de la fibra dietética (FD) en el intestino
grueso. Recientemente, el butirato ha sido estudiado ya
que es considerado indispensable para el mantenimiento
de las funciones del colon y por su relacién con la protec-
cién del cdncer colorrectal. Esto se atribuye a la capaci-
dad de butirato de regular la expresién génica por meca-
nismos como la inhibicién de la enzima histona
deacetilasa. Se ha reportado que el receptor de AGCC,
GPR43 estd involucrado en el proceso de transduccién de
sefiales intracelulares una vez que se unen a ligandos
como hutirato para generar los efectos fisiologicos del
butirato en los colonocitos.

Objetivo: Determinar si el consumo de FD de nopal
(Opuntia ficus I) tiene influencia directa sobre la expre-
sién cuantitativa del receptor especifico de butirato
GPR43.

Meétodos: Ratas adultas Wistar se sometieron a cuatro
diferentes dietas variando el contenido de FD en 0, 5,15 y
25% de FD denopal, respectivamente.

Resultados y discusion: Los resultados mostraron un
aumento significativo de la expresién relativa de GPR43
(93,1%) cuando se suministré a las ratas una dieta conte-
niendo 5% de FD de nopal, usando como gen de referen-
cia B-actina. Los resultados de esta investigacién aporta-
rdn nuevos datos a los estudios que determinan la
relacién de la dieta con la salud intestinal, con el fin de
ampliar el conocimiento sobre los efectos del acido buti-
rico en las funciones colénicas.
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EFFECT OF DIETARY FIBER IN THE
QUANTITATIVE EXPRESSION OF BUTYRATE
RECEPTOR GPR43 INRATS COLON

Abstract

Introduction: Short chain fatty acids (SCFA) acetate,
propionate and butyrate are the major anions produced
by the bacterial fermentation of dietary fiber (DF) in
colon. Recently, butyrate has been recently studied
because is important to maintain colonic functions and
because it has been related with a protective effect in colo-
rectal cancer, which is mainly, explained by its potential
to regulate gene expression by inhibiting enzyme histone-
deacetylase (HDAC). Several investigationsshown that
SCFAreceptor GPR43 is involved insignal transduction
mechanisms once they bind to ligands such as butyrate to
generate different physiological effects in colonocytes.

Objective: Determine if dietary fiber consumption
from nopal (Opuntia ficus I.) containing a ratio of solu-
ble-insoluble fiber 40/60, has a direct influence on the
quantitative expression of butyrate-specific receptor
GPR43.

Methods: Wistar rats were fed with four different diets
formulated at different concentrations of dietary fiber of
0, 5, 15 and 25% of dietary fiber from opuntia, respecti-
vely.

Results and discussion: The results shown an increase
in the expression of GPR43 (93.1%) when rats was fed
with a 5% fiber diet, using B-actin as a reference gene.
The results of this investigation will contribute to deter-
minate the relation of diet with intestinal health for the
purpose of expanding the knowledge of butyric acid on
colonic functions.
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Introduccion

En la dltima década, se le ha dado una importancia
mayor al consumo de FD debido a que la poblacién
actual enfrenta un riesgo creciente de padecer enferme-
dades relacionadas con una alimentacion deficiente, tales
como diabetes, cancer de colon, hipertension, y otros
desérdenes metabdlicos. Los estudios relacionados con
este tema afirman que la FD juega un papel preventivo y
terapéutico importante contra estos padecimientos .

Los mecanismos en que la FD aporta efectos benéfi-
cos a los individuos que la incluyen en su dieta se
deben a sus propiedades fisicoquimicas de las cuales
destacan las siguientes: capacidad de retencién de agua
y aceite, viscosidad y formacién de geles, adsorcion de
macronutrientes y toxinas, tamafio de particula, inte-
racciones i6nicas y fermentabilidad®.

Entre los anteriores, la fermentabilidad de la FD es
uno de los factores mds importantes, ya que se sabe tam-
bién que los AGCC, resultantes de la fermentacién de
los carbohidratos indigeribles, son la principal fuente de
energia de los colonocitos®, tienen influencia en el flujo
sanguineo del colon®, regulan la motilidad intestinal’,
promueven el intercambio de iones como el bicarbonato
y el calcio® y desempefian un papel de prevencién, pro-
teccién y tratamiento contra el cincer de colon’.

Butirato

El butirato, producto final de la fermentacién col6-
nica, es una molécula altamente energética que es rapi-
damente absorbible y metabolizable. Roediger" docu-
ment6 que mds del 70% del oxigeno consumido por los
colonocitos del colon ascendente y descendente se pro-
dujo por la oxidacién del butirato. Ademds, el butirato
influye en diversas funciones celulares, se conoce su
potencial anticarcinogénico dada su habilidad de
influenciar la expresion de genes, la cual se atribuye a la
inhibicién de la enzima histona deacetilasa (HDAC)".
El butirato ejerce también efectos antiinflamatorios enel
intestino debido a la supresién del factor nuclear Kappa
B que regula la expresién de genes que codifican para
citocinas proinflamatorias, asf como quimiocinas y pros-
taglandinas®™. Hay algunas evidencias de que el butirato
modula el estrés oxidativo. En dos estudios, la preincu-
bacién de colonocitos de rata® y de humano' con buti-
rato mostré una significativa reduccion de dafio al DNA
inducido por peréxido de hidrégeno. Se ha mostrado que
el butirato afecta positivamente varios componentes de
la barrera de defensa coldnica, resultando en una protec-
cién mejorada contra antigenos luminales. Un compo-
nente importante de esta barrera es la capa de moco que
cubre el epitelio consistiendo principalmente de glico-
proteinas de mucina. El gen MUC2, agente protector, es
el que se expresa predominantemente en el colon y en
diferentes estudios se ha probado que el butirato
aumenta su expresion®. Por otra parte, la permeabilidad
celular es un pardmetro importante de la barrera de

defensa intestinal. En un estudio'® se demostré que a
concentracién de 2 mM de butirato se induce un decre-
mento en la permeabilidad de las lineas celulares Caco-2
y HT29 mientras que concentraciones de 8§ mM incre-
mentaron la permeabilidad de las células.

GPR43

Se considera que los efectos de los AGCC en el
lumen intestinal son inducidos por la activacion de
receptores especificos en células epiteliales, pero los
mecanismos por los cuales los AGCC intraluminales
son detectados no se han reportado todavia. Diversos
investigadores'™" reportaron simultineamente que los
receptores de AGCC fueron identificados como recep-
tores acoplados a proteinas G, especificamente GPR41
y GPR43. También se reporté que ambos receptores
estdn acoplados con G, y G, y su activacion induce un
incremento en la concentracién de calcio intracelular y
una disminucién de adenosin monofosfato ciclico
(cAMP) intracelular. GPR41 inicia su sefalizacién
principalmente acoplado a proteinas G, y GPR43 estd
acoplado principalmente a proteinas G,.

Como se menciond, los AGCC son producidos por la
fermentacién de la FD en el lumen coldnico. Por lo tanto,
la presencia de FD en el lumen refleja la actividad de la
flora bacteriana y los receptores de AGCC posiblemente
monitorean las bacterias para defensa del huésped. De
hecho, se ha reportado la expresiéon de GPR41 y GPR43
en células del sistema inmune, incluyendo células poli-
morfonucleares (GPR41 y GPR43), monocitos (GPR43),
células dendriticas (GPR41)'" y mastocitos (GPR43)".
De éstas, las células polimorfonucleares, los monocitos y
las células dendriticas son los fagocitos para antigenos no
selectivos del sistema inmune innato.

Existe sin duda una gran variedad de alimentos ricos
en FD, sin embargo, este estudio pone especial interés
en el nopal (Opuntiaficus-indica) como fuente de FD
en la alimentacién de roedores de laboratorio (ratas
Wistar). Se pensé en incluir al nopal por ser una espe-
cie endémica de México* y por su contenido de FD
tanto soluble como insoluble en una proporcién de
40% soluble + 60% insoluble. El contenido de fibra del
nopal consta principalmente de lignina, celulosa, hemi-
celulosa, pectina y mucilagos.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la expresién
cuantitativa del gen receptor a butirato en colonocitos
de rata, después de que ratas de laboratorio fueran ali-
mentadas con dietas conteniendo diferentes concentra-
ciones de fibra fermentable.

Meétodos
Caracterizacion de la fuente de fibra dietética

Se utilizé como fuente de FD en las dietas polvo de
nopal secado al sol, por considerarse un alimento con la

Expresién cuantitativa del receptor
de butirato GPR43 en colon de ratas
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Tabla I
Dietas formuladas para roedores experimentales AIN-93M (Reeves et al., 1993} y ajuste de las dietas A, By C

Dieta AIN 93-M Dieta A Dieta B Dieta C
Ingrediente g/kg de dieta /4,2 kg de formula
Almidén de maiz 465.692 1.866, 326 1.232,5719 5127
Caseina 140 552.7756 482.186 411.6435
Almidén dextrinizado 155 651 651 651
Sacarosa 100 420 420 420
Aceite de soya 40 164.1052 1533 148.5
Celulosa 50 - - -
Mezcla de minerales 35 86.6 — —
Mezcla de vitaminas 10 42 42 42
L-cistina 1,8 7,56 7,56 7,56
Bitartrato de colina 2.5 10,5 10,5 10,5
TBHQ (mg) 8

Dieta A: 5% de fibra dietética proveniente de nopal. Dieta B: 10% de fibra dietética de nopal. Dieta C: 25% de fibra dietética de nopal.

proporcién adecuada de fibra soluble. Se realizo la
determinacién fibra dietética soluble, insoluble y total
por el método de Prosky et al.”".

Distribucion de los animales de experimentacion

Para el experimento se utilizaron ratas de § semanas
de nacidas y un peso aproximado de 196 g. Los grupos
de ratas fueron asignados al azar para cada una de las
dietas experimentales, selecciondndose al final del
experimento 6 individuos por grupo. Los animales se
mantuvieron en condiciones controladas de 12 h de luz
artificial durante el dia y 12 h de oscuridad por la
noche, ambiente aislado de ruidos y alimento y agua
suministrados ad libitum.

Formulacion de las dietas

Con base en el contenido de FD de la muestra, se ela-
boraron las dietas experimentales conteniendo nopal
como fuente de fibra, ademads de una dieta control: 1.
Dieta sin fibra (Dieta (3, control); 2. Dieta con 5% de
fibra dietética (Dieta A) 3. Dieta con 15% de fibra die-
tética (Dieta B); 4. Dieta con 25% de fibra dietética
(Dieta C). Las dietas se elaboraron siguiendo las reco-
mendaciones de la férmula para roedores experimenta-
les del American Institute of Nutrition, AIN-93, en
relacién al contenido de protefnas, grasas, vitaminas y
minerales. Las Dietas se muestran en la tabla L.

Diseccion de intestino grueso

Los animales se sacrificaron después de 16 dfas de tra-
tamiento dietético con una administracién de pentobarbi-

tal sédico a una concentracién de 0,065 mg/ml y una
dosis de 0,06 mg/g de peso, se disecé una parte del saco
colénico, los tejidos se homogeneizaron en 800 mlde tri-
zoly se almacenaron las muestras a -20 °C hasta su uso.

Extraccion de RNA

La extraccién de RNA de intestino se realizé utili-
zando el reactivo Trizol (Acido Guanidinico Tiocia-
nato-fenol-cloroformo de Gibco-BRL) de INVITRO-
GEN siguiendo el método de Chomczynski y Sacchi®.
La concentracién de RNA se determiné espectrofoto-
métricamente a 260 nm.

RT-PCR

A partir de RNAm obtenido de las muestras de colon
de los animales de experimentacién, se obtuvo el
cDNA correspondiente al receptor GPR43, para su
posterior tratamiento y amplificacién especifica. Los
ensayos de RT-PCR se realizaron a 50 °C. Para llevar a
cabo la retrotranscripcién por 10 min, 95 °C para acti-
var la polimerasa por 5 min, seguido por 40 ciclos que
comenzaron a 90 °C para la desnaturalizacién por 50
seg, 61,5 °C para la alineacién por 1 miny 71 °C para la
extension por 1 min. Finalizados los ciclos se dejé una
dltima etapa de extensién a 72 °C por 8,5 min y al ter-
minarlas muestras permanecieron a4 °C.

Esta amplificacién se usé como control, para verifi-
car la expresion tejido especifico del RNAm GPR43.

RT-PCR cuantitativa

Posteriormente, se realiz6 la reacciéon de RT-PCR
cuantitativa, para medir la expresién de los receptores
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Tabla IT
Niimero de ascension, secuencia de oligonucledtidos y tamario de producto de amplificacion de los genes GPR43 y -actina

Secuencia Oligonucledtido Tamaiio del producto
Sentido 5-ACCATC GTC ATCATC GTT-3
GPR43 (NM_001005877.1) Antisentido 5-CACCGA GAACCA AAT CACY 66pb
. Sentido 5’-AGC GCT TCC GGT GTC CA-3
-actina (NM_031144.2) Antisentido 5.GGC TGT GAT CTC CTT CT-3' 199PB

enrelacién al gen de referencia. El gen constitutivo que
se usé como control positivo fue B-actina. Los oligonu-
cleétidos sugeridos para GPR43 y B-actina se muestran
en la tabla II, con productos de amplificacion de 66 pb
y 199 pb, respectivamente.

Resultados

Segtin las determinaciones del andlisis bromatold-
gico realizado al polvo de nopal, se encontré que el
contenido de fibra dietética total, fue de 49,01%,
correspondiendo a la FS un valor de 20,39% FS y a la
Flde 28.62%.

Los resultados de la RT-PCR convencional que se
realizé para la identificacién del gen GPR43 se mues-
tran en la figura 1 en donde se aprecia el producto de
amplificacién del material genético extraido de los ani-
males de experimentacién sometidos a los diferentes
tratamientos dietéticos (carriles 2, 4 y 6) con su respec-
tivo control negativo (carriles 3, 5y 7). En el gel de
agarosa se observa una banda tinica y especifica que
representa un producto de 66 pares de bases, equiva-
lente al lugar en el que se sitia al lado el marcador
molecular que se colocaen el carril 1.

Los resultados de la medicién de la RT-PCR en
tiempo real muestran (fig. 2) las curvas de fusién en
donde se observa la fluorescencia que aumenta en
proporcién a la amplificacién de la secuencia del gen
GPR43 a lo largo los 40 ciclos de repeticién que se
programaron para la reaccién. En B) se puede obser-
var la grafica correspondiente a una muestra de mate-
rial genético de con tres repeticiones las cuales mues-
tran el mismo comportamiento validando asi la
técnica de la reaccién. Por otro lado, en C) se observa
la gréfica que corresponde al control negativo en la
cual no se aprecia amplificacién antes del ciclo 35
por lo que se considera un resultado negativo ade-
cuado.

El gen del receptor GPR43 aumento considerable-
mente la expresién cuando se administro a los animales
una dieta formulada con 5% de FD. El aumento del gen
GPRA43 fue de 93,1% con respecto a la dieta control. En
Los animales de los grupos B y C, alimentados con un
suplemento de FD del 15% y 25%, aumentaron la
expresion del gen GPR43 en un 36.6% y 32.,2%, res-
pectivamente, con respecto a los animales alimentados
conla dieta control.
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Fig. 1.—A) Electroforesis en gel de agarosa que muestra los pro-
ductos de amplificacion de GPR43 RT-PCR de 66 pb. B) Curva de
Jusion del producto de amplificacion de GPR43 RT-PCR tiempo
real. C) Control negativo de GPR43 RT-PCR tiempo real.

Discusion

Se ha demostrado la presencia de GPR43 en diferen-
tes tejidos, particularmente en depdsitos de grasa, célu-
las inflamatorias y en el tracto gastrointestinal. Coving-
ton et al.>* detectaron niveles de expresién de este

Expresién cuantitativa del receptor
de butirato GPR43 en colon de ratas
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Fig. 2.—A) Electroforesis en gel de agarosa que muestra los pro-
ductos de amplificacion de B-actina RT-PCR de 199 pb. B) Curva
de fsion del producto de amplificacion de B-actina RT-PCR tiem-
po real. C) Control negativo de GPR43 RT-PCR tiempo real.

receptor particularmente elevados en cuatro depésitos
de grasa especificos como son perirrenal, subcutaneo,
mesentérico y parametrio, mientras el grupo de Karaki
et al.» reportd expresion en muestras de pared enteral
de colon ascendente, y su localizacién en células ente-
roenddcrinas L. que contienen péptido YY (péptido
tirosina-tirosina) y en mastocitos que contienen 5-HT
(serotonina), lo cual sugiere que el receptor posee la
capacidad de controlar el apetito por la liberacién del
péptidoYY, enviando una sefial de saciedad, y que
puede controlar la motilidad intestinal por los efectos
de 5-HT/PYY. GPR43 también exhibe patrones de
expresion robustos en otro tipo de células inmunolégi-
cas incluyendo células polimorfonucleares, monocitos,
eosindfilos y linfocitos B*. Sin embargo, no existen
reportes previos de que la expresién de GPR43 en el
tracto gastrointestinal, especificamente en colon,

Expresién de GPR43
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Fig. 3.—Histograma que ilustra los niveles de expresion de
GPR43 en relacion a p-actina, cada barra representa los dife-
rentes tratamientos a los que fieron sometidos los animales
siendo 0 = dieta con 0% de FD de nopal (control), A = dieta
con 5% de FD de nopal, B = dieta con 15% de FD de nopal y
C = dieta con 25% de FD de nopal. *P < 0,05 (Unpaired Stu-
dent’s 1-1est).

pueda ser inducible, ya sea por factores dietéticos o de
otro tipo.

En la figura 3 se observa un aumento significativo
en abundancia relativa de la expresién de GPR43 de
las dietas A, B y C en comparacién con su expresion
en la dieta 0, siendo este aumento de un 93,1%, 36,6%
y 32,2%, respectivamente. Cabe sefialar que la con-
centracién de 5% de celulosa en la dieta de los roedo-
res es el sugerido en un estudio realizado por Reeves
et al.” para mantener individuos bien alimentados
aunque la celulosa utilizada por Reeves no es fermen-
table en la misma medida que la FD del nopal y por lo
tanto produce una minima cantidad de AGCC; la evi-
dencia del aumento de expresiéon en el receptor
GPR43 al administrarse una dieta conteniendo 5% de
FD proveniente de nopal comparada con una dieta
ausente de FD soluble demuestra la importancia del
consumo de fibra de una manera equilibrada ya que en
el caso de aumentar las cantidades de esta fraccién
dietética a contenidos de 15% y 25% de FD la expre-
sién de GPR43 disminuyé en un 29,51% y 31,97%,
respectivamente, en comparacién con la dieta conte-
niendo 5% de FD de nopal. Los motivos de este decre-
mento se pueden deber a los diferentes factores que
involucra el metabolismo del intestino grueso en pre-
sencia de una alta cantidad de fibra.

Los efectos en el aumento de expresion del GPR43
cuando se administra una dieta con 5% de FD de nopal
se pueden atribuir a la produccién de butirato, no cuan-
tificado en este estudio, por la fermentacién bacteriana
de los carbohidratos indigeribles, debido a que el buti-
rato es un modulador de la estructura primaria de la
cromatina dada su habilidad de inhibir la desacetila-
cién de histonas, y consecuentemente su capacidad en
la regulacién de la expresion génica. Se ha documen-
tado™ que en células epiteliales de diferentes grupos de
ratas alimentadas con concentraciones variadas de FD,
los niveles de acetilacién de histonas y de proliferacién
celular parecen ser modulados por la concentracién de
4cido butirico, que estd en equilibrio con su concentra-
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ci6n fecal, encontrando una correlacién positiva entre
el de acetilacién de histonas y la concentracién de
4cido butirico y una relacién negativa entre la concen-
tracién de dcido butirico y la proliferacién celular. Este
grupo de investigadores afirma que las dietas que con-
tienen cantidades moderadas de FD (5%) pueden tener
efectos protectores en cuanto a proliferacion celular,
diferenciacién y carcinogénesis, mientras que dietas
libres de fibra o suplementadas con mucha fibra (10-
20%) podrian tener potencial de promover carcinogé-
nesis de colon®.

Por otro lado, se ha mostrado la capacidad de buti-
rato de regular la expresidn de genes de mucosa en
cultivos celulares de colon de la linea celular HT29-
C1.16E, en dos tipos de medios: rico en glucosa 'y
libre de glucosa en el cual la principal fuente de ener-
gfa fuebutirato's. En el medio rico en glucosa, buti-
rato incrementé la expresion del gen MUC3 y
MUCS5B, inhibi6 la expresién del gen MUCSAC y no
tuvo efectos sobre la expresién del gen MUC2Z; mien-
tras que en el medio libre de glucosa, en el que buti-
rato permanecié como la tinica fuente de energfa dis-
ponible, todos los genes de mucosa se vieron
incrementados en su expresién. Esto tiene trascen-
dencia a nivel de proteccién por parte de la capa de
mucosa en el intestino grueso. Zhou et al.”” documen-
taron el aumento de expresion de los genes que codi-
fican para PYY y GLP-1 por medio de RT-PCR en
tiempo real en dos métodos: in vivo con ratas alimen-
tadas con una dieta de almidén resistente e in vitro
con cultivos primarios de células epiteliales de ciego
y colon de ratas después de ser incubados con buti-
rato. En ambos estudios se observd aumento en la
expresion de los genes atribuible a butirato. De este
modo se confirma la capacidad de regulacién de
genes a nivel transcripcional de este metabolito.

Cabe sefialar que los efectos observados en este estu-
dio se aplican en relacién a la FD proveniente de nopal,
resaltando la relevancia de este producto y el potencial
que como pafs se tiene de aprovechar este recurso natural
que actualmente se tiene descuidado y poco estudiado™.

Conclusion

Se evidencio el efecto que tiene la concentracion de
FD en la dieta sobrela expresiéon del RNAm del recep-
tor de AGCC, GPR43. Esto demuestra que el gen de
los receptores puede ser inducible en cuanto su expre-
sién por factores dietéticos, especialmente si se
aumenta la concentracién de butirato producido por la
fermentacién bacteriana de la fibra dietética. La fibra
dietética de nopal promovid la expresién significativa
del receptor de butirato GPR43 en colon de ratas ali-
mentadas con una dieta conteniendo 5% de FD de
nopal. Estos resultados contribuyen a explicar el
mecanismo por el cual se han registrado mejores con-
diciones colénicas cuando se consumen cantidades
apropiadas de fibra dietética.
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