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Efecto de la adicion del nopal (Opuntia ficus-indica) a
la dieta de ratas con diabetes inducida sobre niveles
séricos de glucosa y citoarquitectura pancreatica
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Abstract

La diabetes mellitus (DM) tipo I se desarrolla a partir de la
destruccion de las células B del pancreas, ocasionada por una
exposicion cronica a citoquinas proinflamatorias y a células
inmunolodgicas auto-reactivas (insulitis) que, en conjunto,
ocasionan la muerte de las células B pancreaticas ¢ inducen
los sintomas clinicos de la DM. Sin embargo, en pacientes
con DM tipo I se ha demostrado que las células  pueden res-
ponder al ataque inmunoldgico -como mecanismo molecular
adaptativo- mas no en DM tipo II. Este aspecto se pudo evi-
denciar en la presente investigacion, observandose un incre-
mento de la poblacion de células B, al establecer no solo la
dinamica de los niveles séricos de glucosa sino también la ci-
toarquitectura pancreatica de ratas inducidas a DM sometidas
a un tratamiento de insulina mas dieta adicionada con nopal.
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Introduccion

Las enfermedades cronico-degenerativas no transmisi-
bles (ECNT) son la principal causa de muerte y discapa-
cidad en el mundo; al afio causan la muerte de alrededor
de 15 millones de personas entre 30-69 afios y la mayor
prevalencia (75% del total de las muertes por ECNT) se
registra en los paises de bajos y medianos ingresos. Ade-
mas, el tratamiento de las ECNT -tal como la diabetes
mellitus (DM)- es el mas elevado dentro de los costos
de los sistemas de salud a nivel mundial (Serra-Valdés
et al., 2018), lo que pone en riesgo la economia de las
familias y obstaculiza las iniciativas de reduccion de la

Type I diabetes mellitus (DM) develops from the destruction
of pancreatic B-cells, caused by chronic exposure to proinp
flammatory cytokines and auto-reactive immune cells (insu-
litis) that together cause pancreatic pB-cell death and induce
the clinical symptoms of DM. However, in patients with type
I DM it has been demonstrated that B-cells can respond to the
immune attack -as an adaptive molecular mechanism- but not
in type II DM. This aspect could be evidenced in this research,
in which an increase in the B-cell population could be observed
by establishing not only the dynamics of serum glucose levels
but also the pancreatic cytoarchitecture of DM-induced rats
subjected to a treatment of insulin plus diet with nopal cactus.

Keywords: Insulitis, B-cells, alloxan, hyperglycemia.

pobreza en los paises de ingresos bajos. Las personas
socialmente desfavorecidas y expuestas a productos
alimenticios nocivos presentan mayor vulnerabilidad o
predisposicion a desencadenar este tipo de enfermeda-
des (OMS, 2021).

En México, la prevalencia de DM fue de 8.4% en el
2016 (Federacion Mexicana de Diabetes, 2018); en el
2019, se registraron entre 10 a 20 millones de personas
(9 a 12%, respectivamente) de la poblacion total con dia-
betes (Federacion Internacional de Diabetes, 2019), asi,
en el pais esta enfermedad es considerada como la terce-
ra causa de muerte (13.9%) mas comun (INEGI, 2020).
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La clasificacion de la DM establece la existencia
de tres tipos de este padecimiento: DM tipo I o
insulinodependiente, DM tipo Il ono insulinodependiente
y DM gestacional, los cuales tienen en comun la
alteracion en la secrecion o utilizacion de la insulina;
siendo esta una hormona liberada por el pancreas como
respuesta a la presencia de glucosa en la sangre. En la DM
puede ocurrir que la insulina no se produzca, que no se
produzca en cantidad suficiente o que no se pueda utilizar
y en consecuencia la glucosa seguira circulando en la
sangre (Montagna et al., 2010; Federacion Internacional
de Diabetes, 2019) y origine en el organismo una
hiperglucemia (>100 mg/dL preprandial), misma que
puede provocar dafios en tejido nervioso, retinopatias
y nefropatias, principalmente (Cervantes-Villagrana y
Presno-Bernal, 2013).

El estudio de la DM utiliza modelos biologicos, los
cuales se tratan con distintos farmacos como el aloxano,
el cual destruye especificamente las células § pancreati-
cas simulando la DM tipo I (Negres et al., 2013). Asi, se
amplia el estudio de distintos tratamientos alternativos
para el control de la glucemia en pacientes que pade-
cen DM, acompanados estos con estilos de vida saluda-
bles y el autocuidado (Rojas et al., 2015). En general,
los tratamientos convencionales para la DM incluyen:
dieta adecuada, ejercicio fisico, educacion diabetogéni-
ca y administracion de farmacos (hipoglucemiantes y/o
insulina), si asi se requiere (Montagna et al., 2010; Me-
diavilla, 2002).

Entre las nuevas alternativas terapéuticas para
pacientes con DM se encuentra el uso de plantas
medicinales (Federacion Internacional de Diabetes,
2019; Cuenca-Villalobos et al., 2020) tales como el
nopal (Opuntia ficus-indica); cactacea con efecto
hipoglucemiante que se presenta como una alternativa
viable para disminuir la glucosa en sangre (Ortiz ef al.,
2017) y capacidad antioxidante (Guevara, 2009). El
objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
de la adicion del nopal (Opuntia ficus-indica) a la dieta
de ratas con diabetes inducida sobre niveles séricos de
glucosa y citoarquitectura pancreatica.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizé en el Bioterio de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH), el cual esta ubicado en la “Posta Zootécnica”
de la FMVZ-UMSNH dentro del municipio de Tarim-
baro, Michoacan, México, a la altura del km 9.5 de la
carretera Morelia, Zinapécuaro (INEGI, 2010).
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Los procedimientos experimentales se realizaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-032-
Z00-1999) de especificaciones técnicas para la pro-
duccioén, cuidado y uso de animales de laboratorio y la
guia de los Institutos de Salud Nacional (NIH) para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio, publica-
cion NO1-OD-4-2139, 2011, teniendo siempre en cuenta
reducir al minimo el dolor y sufrimiento de los animales.

Animales y conformacion de grupos

Se utilizaron 25 ratas macho de la cepa Sprague Dawley,
seleccionados al azar, con una edad de 90+10 dias y
con un peso vivo de 350+35 g. Con el total de ratas se
formaron cinco grupos (n=5 grupo™): G1 o testigo, ratas
sanas sometidas a una alimentacion de tipo comercial
(Nutricubo®); G2, ratas sanas expuestas a una dieta
comercial mas nopal (O. ficus-indica) en base fresca
(BF); G3, ratas que se indujeron a diabetes y fueron
tratadas con insulina. Este grupo recibié Unicamente
Nutricubo®; G4, ratas inducidas a diabetes y tratadas
con insulina y nopal (BF) mas Nutricubo®; GS5, ratas
inducidas a diabetes alimentadas con Nutricubo® que se
eutanasiaron 48 h post-induccion.

Confinamiento

Las ratas se confinaron individualmente en jaulas de
plastico (23x33x15 cm), mismas que contaban con
una rejilla superior (23x33 cm) en donde se coloco el
alimento y un bebedero de plastico graduado cada 25
mL con punta de cristal y una capacidad de 700 mL.

Alimentacion de las ratas

Se proporcionaron 40 g de alimento comercial (Nutricu-
bo®) rata’'grupo™ dia (Tabla 1) a las 9:00 am. La canti-
dad de nopal en BF suministrado fue del 1.0% respecto
al peso vivo rata’. Diariamente se proporciond el nopal
licuado y mezclado con el alimento comercial a las 9:00
h. El nopal se peso en una bascula digital OHAUS mo-
delo CS200-001 con una capacidad de 200+0.1 g, mien-
tras que el agua de bebida se administro ad libitum rata’!
grupo’l. La fase experimental tuvo una duracion de 21
dias.

Obtencion de nopal

Los cladodios de nopal (O. ficus-indica) se obtuvieron
de la parcela ubicada en la Posta zootécnica de la FM-
VZ-UMSNH. La edad de los cladodios utilizados fue de
un mes aproximadamente (cladodio joven o inmaduro),
puesto que, a esa edad se considera apto para consumo.
Cada cladodio se lavo tinicamente con agua; se retiraron
las espinas para posteriormente fraccionarse en trozos
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Tabla 1. Analisis quimico proximal de Opuntia ficus-indica y Nutricubos®.

Componente (%) Opuntia ficus-indica® Nutricubos” Nutricubo+OFI
Humedad* 88.9 12 18.57
Cenizas' 26.5 7.0 6.64
Fibra cruda‘ 329 6.0 13.19
Proteina cruda' 5.2 23.0 18.8
Grasa' 0.5 3.0 2.95
E.LN! 34.6 49.0 53.04

* = Base fresca; t = Base seca.

Fuente: “Ortiz, 2017; *Purina, 2021.

pequefios e introducirse en una licuadora (uso domés-
tico) y licuarlos. La cantidad de nopal licuado (1% con
base en el peso vivo de cada rata) suministrado a las ra-
tas se ajusto al peso rata’ semana.

Induccion de las ratas a diabetes

De acuerdo con el disefio experimental, las ratas del G3,
G4 y G5 se indujeron a diabetes con aloxano de acuerdo
con la metodologia de Negres et al. (2013) al momento
de que estas llegaron a un peso vivo de 350 g. Para
confirmar la DM en las ratas se hizo la determinacién
de glucosa a los 30 min, a las 2 y 24 h post-induccion
mediante una puncion en el apice de la cola de la rata
desechando la primera gota y se utiliz6 un glucémetro
de uso humano (Accu Check Performa®). Se considerd
como rata diabética si la glucosa sanguinea a las 24 h
post-induccién superd los 200 mg/dL.

Tratamiento de las ratas con insulina

Se administré a los grupos de ratas diabéticas (G3 y
G4) insulina® NPH a una dosis de 3 Ul/rata cada 24 h
por via subcutanea con jeringas para insulina BD Ultra-
Fine de 0.3 mL y aguja 31G x 6mm durante toda la fase
experimental.

Toma de muestras para determinacion de glucosa,
colesterol y triglicéridos sanguineos en ratas

Las muestras sanguineas se tomaron de la vena caudal los
dias 1, 8, 15y 22. Se obtuvo 1 mL de sangre/muestra/rata
con una jeringa de insulina y se colocé inmediatamente
después en tubos BD Vacutainer® para suero con gel
separador (tapon amarillo) y se centrifugaron a 2,000
rpm durante 10 minutos. El suero obtenido se mantuvo
congelado -20°C hasta ser analizado. El analisis
serologico se realizO mediante técnica enzimatica/
colorimétrica en un aparato EasyVet KONTROLab®.
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Consumo de alimento

Para el consumo de alimento se peséd el sobrante de
lo administrado el dia anterior con una bascula digital
AGLAN modelo BAS-01 con capacidad de Skg+1 g.

Consumo de agua

Se administro agua purificada y se cuantifico diariamente
su consumo analizando la cantidad de agua suministrada
previamente, utilizando la graduacion de los bebederos.

Eutanasia

La eutanasia de los animales se realizo el dia 28 expe-
rimental con una sobredosis de pentobarbital sédico (60
mg/kg) via intraperitoneal como lo establece la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 a los grupos
Gl1, G2, G3 y G4; y a las 48 h post-induccion al G5.

Obtencion de tejidos para histologia

Para la obtencion de muestras de pancreas se obtuvo todo
el tejido y se fijo por inmersion en un frasco con 150 mL
de formalina al 10% y se identificaron de acuerdo con
cada rata y grupo.

Procesamiento de las muestras para histologia

Para el andlisis histologico, las muestras de pancreas,
higado y rifién se fijaron e induraron por 48 h. Posterior-
mente, se realizoé la deshidratacion, aclaramiento e in-
clusion en parafina utilizando un procesador de tejidos o
Histokinette Microm®; para la realizacion de los bloques
de parafina se utiliz6 un incluidor de parafina Ecoshel®,
a partir de los cuales se obtuvieron los cortes histologi-
cos con un espesor de 5 micras utilizando un microtomo
de avance Microm®. Los cortes histologicos se tifieron
con hematoxilina y eosina y tincion de Gomori.

Analisis de los cortes histologicos
Para el analisis histologico se utilizaron cortes de 5 micras



de espesor tenidos con tincion de Gomori, utilizando
un microscopio Leica DM750P y un analizador de
imagenes LAS®. De cada corte de pancreas se realizaron
3 micrografias de los islotes de Langerhans a un aumento
de 100x y 400x, de los cuales se realizé un conteo y se
obtuvo el promedio de la cantidad de células oy f en un
area de 3,000 um?.

Analisis estadistico

La informacién recabada se analizd a través de la
metodologia de mediciones repetidas utilizando para ello
el modelo de efectos fijos y la diferencias entre grupos
se obtuvo mediante la prueba de medias de minimos
cuadrados (LsMeans) a un o <0.05. La curva de glucosa
se construyo a partir de mediciones repetidas, utilizando
para ello un modelo de efectos fijos (Littell et al., 1998).

Resultados y Discusion

Los resultados mostraron que una vez suministrado el
aloxano a las ratas 2 h post-induccioén a la diabetes se
presentaron las primeras manifestaciones de resistencia
a insulina en estos animales, siendo a las 24 h post-
induccion donde se encontrd la mayor concentracion de
glucosa de 315.3 mg/dL (Figura 1).

Establecida la induccién a diabetes en las ratas, se
encontré que el consumo de alimento y agua en ratas
con diabetes inducida (G3 y G4) fue de 27.1+£9.8 g/dia/
rata 'y 99.8+18.3 mL/dia/rata, respectivamente. Mientras
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que en las ratas sanas (Gl y G2) fue de 26.1+£3.0 g/
dia/rata y 63.8+18.3 mlL/dia/rata, respectivamente
(Tabla 2). Montenegro et al. (2005) y Valdés et al.
(2019) registraron consumos con tendencias similares
en ratas diabéticas: 26.5+3.0 y 25.1+1.8 g/dia/rata,
respectivamente. Mientras que Valdés et al. (2019)
reportaron un consumo de agua en ratas diabéticas de
96.1+4.5 mL/dia/rata; promedio menor a lo observado
en esta investigacion (Tabla 2).

Es un hecho que existe una estrecha asociacion
entre el consumo de alimento y agua. Sin embargo, se
ha demostrado que la DM genera incrementos en el
consumo de alimento y agua (Almanza, 2021), tal como
lo muestran los resultados observados en el grupo de
ratas inducidas a DM (Tabla 2).

En cuanto a los metabolitos energéticos (glucosa,
colesterol y triglicéridos) analizados en ambos grupos,
se encontraron mayores niveles séricos de dichos
metabolitos en el grupo de ratas inducidas a DM
(Tabla 2); incremento tipico en individuos que cursan
la enfermedad de DM, debido a la elevada produccion
hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
y la actividad reducida de la lipoproteina lipasa (LPL),
aspectos fundamentales para explicar la génesis de la
dislipemia diabética (Wagner et al., 2020).

En lo que respecta a la dinamica de los niveles séricos
de glucosa, se encontrd que, en ratas diabéticas, bajo
la dieta adicionada con nopal, los valores de glucosa
lograron descender de 472 mg/dL/rata hasta 214 mg/
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Figura 1. Curva de glucosa rata’ Sprague Dawley 24 h post-induccion a diabetes con aloxano.
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Tabla 2. Promedios de consumo de alimento y agua y de metabolitos
energéticos de acuerdo con el grupo.

Variable Ratas diabéticas
Media+ D.E.| Media+ D.E
Consumo de alimento .| 26.1+3.0 27.0649.85
Consumo de agua .. 63.8+£18.35 99.85+41.6
Glucosa(mg/du 123.2+20.9 372.97+161
Colesterol | .\ 102.9£52.35 | 161.0+£20.04
Triglicéridos P 81.35+71.02 | 285.15+£72.8

dL/rata en el dia 11 post-induccion a diabetes (p<0.05).
Pero, en el dia 12 post-induccion a diabetes se observo
un ascenso de glucosa de 2.4 mg/dL/rata/dia (Figura 2).
Caso contrario en las ratas diabéticas bajo alimentacion
convencional: los valores de glucosa en estas fueron
> 422 mg/dL/rata y practicamente permanecieron
constantes (p>0.05) durante la fase experimental (dia
1 a dia 21 post-induccion a diabetes), lo que sugiere
que el consumo de nopal puede provocar efectos
hipoglucemiantes al menos durante los primeros 15 dias
de iniciado el tratamiento con esta cactacea.

El incremento de glucosa a partir del dia 15 post-
induccion en las ratas diabéticas (G4) bajo consumo de
nopal (Figura 2), pudo deberse al mayor consumo de
alimento (p<0.05), mismo que fue de forma ascendente
desde el dia uno hasta el dia 17 de la fase experimental
(dia 17, consumo de alimento = 37 g/rata) (Figura 3).

500

Posiblemente el incremento del consumo de alimento
registrado en los grupos de ratas inducida a diabetes se
debid a la polifagia que presentan los individuos con
DM, pues es una de las caracteristicas principales de
esta patologia junto con polidipsia y poliuria (Almanza,
2021). Por ello, los expertos en DM recomiendan ademas
de una dieta hipocaldrica, la cantidad de alimento debe
estar regulada constantemente, de lo contrario los
niveles de glucosa se alteran aun y cuando se esté bajo
tratamiento farmacoldgico (Luna et al., 2014).

Una vez establecidos los efectos de consumo de
nopal sobre la dinamica de la glucosa sérica en las ratas
inducidas a DM, se analizaron los cortes histologicos del
pancreas de estos animales (Tabla 3).

De acuerdo con la Tabla 3, se observa una menor
(p<0.07) cantidad de células B (10.6+2.3) en el grupo
de ratas diabéticas bajo dieta convencional vs grupo de
ratas diabéticas alimentadas con la dieta adicionada con
nopal (13.1£2.1) y en ratas eutanasiadas a 48 h post-
induccion a DM (13.8+£2.4). La posible explicacion para
las diferencias en el numero de células B del pancreas
en los grupos de ratas analizadas puede ser la siguiente:
la accion de los antioxidantes presentes en el nopal
permitiria cierta “proteccion” o proliferacion de las
células B, aspectos que se analizan mas adelante.

En el andlisis microscopico de los islotes de
Langerhans en ratas sanas se encontr6 mayor cantidad de
estos, de gran tamafo y con una estructura circular bien
definida (Figura 4C). Por el contrario, en el grupo de
ratas diabéticas bajo la dieta convencional y sin nopal, los
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Figura 2. Dinamica de la glucosa sanguinea en ratas sanas y diabéticas de acuerdo con el dia de monitoreo y tipo de dieta suministrada.
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Tabla 3. Medias de minimos cuadrados para la cantidad de células § pancreaticas*.

Estado fisiologico | Fase experimental Promedio
. Nutricubo 17.1* 2.1 <0.0001
Sanas Si -
Nutricubo+Nopal 18.6° 2.1 <0.0001
o ) Nutricubo 10.6° 23 <0.0001
Diabéticas Si ;
Nutricubo+Nopal 13.12 2.1 <0.0001
Diabéticas eutanasiadas 48 h post-induccion 13.8* 2.4 <0.0001
E.E.=Error Estandar. Literales *° indican diferencias entre grupos (P<0.07)
* En un area de 3,000 um?
40.0 A 37.3
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Figura 3. Dinamica del consumo de alimento de las ratas de acuerdo con grupo y dias de la fase experimental.

islotes de Langerhans se observaron considerablemente
de menor tamafio y mas atrofiados (Figura 4D).

Gupta et al. (2012), establecieron que dentro de las
propiedades comprobadas del nopal esta el efecto an-
tioxidante; capacidad atribuida a los flavonoides (crisina,
quercitina, hispidulina, luteolina, apigenina, acacetina,
entre otros mas) contenidos en esta cactacea (Bonilla et
al., 2017) y estos metabolitos secundarios (flavonoides)
coadyuvan a mejorar los procesos antioxidantes enzima-
ticos de las células B; en este proceso actua la catalasa
y glutation peroxidasa, los cuales inhiben el incremento
de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS).
En individuos con DM los ROS son producto de una
hiperglucemia cronica y la acumulacion de linfocitos y
macrofagos en los islotes de Langerhans.

Para el caso del efecto de la induccion a DM por
administracion de aloxano (método utilizado en esta

investigacion), los ROS (producto del aloxano) provocan
la activacion de la cascada de caspasas induciendo asi
la apoptosis de la célula (Vazquez y Hisano, 2011;
Ghorbani et al., 2017). Es posible que los flavonoides
presentes en el nopal interfieran, hasta cierto punto, con
el proceso de destruccion de las células § al inhibir la
accion de los ROS; aspecto que explicaria parcialmente
la diferencia en el nimero de células  observado en los
cortes histologicos del pancreas de las ratas sometidas al
consumo de nopal (Figura 4).

Por otra parte, uno de los hallazgos mas importantes en
esta investigacion fue el aumento de células a (p<0.05)
en ratas diabéticas bajo alimentacion convencional
(21.3+2.8) y en las alimentadas con la dieta convencional
mas nopal (22.1+2.6) vs ratas sanas (7.0 y 7.5+2.6)
(Tabla 4).

De acuerdo a Yu (2014) y Zhang et al. (2018), las
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Figura 4. Islotes de Langerhans en (A) rata diabética (10X); (B) rata diabética con consumo de nopal (10X); (C) rata sana (10X); (D) rata
diabética (63X); (E) rata diabética con consumo de nopal (63X); (F) rata sana (63X).

Tabla 4. Medias de minimos cuadrados para numero de células o pancreaticas de acuerdo con el estado fisiologico de las ratas.

Estado fisiologico | Fase experimental Promedio
. Nutricubo 7.0° 2.6 0.0085
Sanas Si -
Nutricubo+Nopal 7.5 2.6 0.0048
) Nutricubo 21.3° 2.8 <0.0001
Diabéticas Si X
Nutricubo+Nopal 22.1° 2.6 <0.0001
Diabéticas eutanasiadas 48 h post-induccion 30.6° 2.9 <0.0001
E.E.=Error Estandar. Literales ** indican diferencias entre grupos (p<0.05).
células o pancreaticas sufren una hiperplasia bajo la  Conclusiones

destruccion selectiva de las células B pancreaticas (DM)
y el organismo compensa la pérdida de células B con
la hiperplasia de células a (Yoon et al., 2003; Yosten,
2018), aspecto que causa mayor produccion de glucagon
anormal y alteraciones metabodlicas como el aumento de
la glucogendlisis hepatica y mayor lipolisis (Guzman-
Juarez y Madrigal-Bujaidar, 2003; Quesada et al.,
2007), y que explicaria el incremento de los niveles de
colesterol y triglicéridos (Tabla 3) en los grupos de ratas
diabéticas que presentaron incremento en las células a.
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El consumo de O. ficus-indica al 1.0% (con respecto al
pesovivo)disminuy6 hastaun45.3%el valordelaglucosa
en ratas diabéticas; no obstante, dicha disminucién no es
suficiente para igualar los niveles de una rata sana. El
consumo de nopal y su relaciéon con el incremento de
la poblacion de células B, sugiere mayor produccion de
insulina, por lo que se sugiere realizar investigacion al
respecto. No obstante, para fines practicos y de acuerdo
con los resultados de esta investigacion, una mayor
disminucion de glucosa en individuos con DM solo se



logra si se mantiene un régimen estricto de la dieta y de
la cantidad consumida.
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