V VOLUMEN 37

X X X . .
' ! \lerano XXX Verano De la Ciencia
Oy i ISSN 2395-9797
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Determinacion molecular del perfil poblacional de la microbiota
intestinal en ratones C57BL/6 expuestos a dietas occidentales

Molecular determination of the gut microbiota population profile in C57BL/6 mice

exposed to western diets.
Cielo Arely Alvarez Castro!, Emerson Estuardo Xitumul Arandia?, Jorge Core Gerardo Rojas Cisneros’, Rebeca Monroy
Torres®, Mayra Montecillo Aguado*, Marco Antonio Hernandez Luna®.
'Estudiante del Departamento de Medicina y Nutricién, Universidad de Guanajuato, Ledn, Gto., México.
2Estudiante de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala, Guatemala., Guatemala.
3Jefa del Laboratorio de Nutricion Ambiental y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Guanajuato, Campus Leon.
4Laboratorio de Biomedicina Traslacional del Departamento de Medicina y Nutricién, Universidad de Guanajuato, Ledn, Gto., México.
ca.alvarezcastro@ugto.mx’, emersonarandia@gmail.com?, jcg.rojascisneros@ugto.mx', rmonroy@gmail.com?®,
mayramontecillo@gmail.com*, marco.hernandez@ugto.mx*

Resumen

La obesidad es una enfermedad crénica que ha sido asociada con desequilibrios en la microbiota intestinal,
la cual puede estar influenciada por el consumo de las llamadas dietas occidentales, caracterizadas por ser
ricas en grasas, azucares simples y/o fructosa, que favorecen el desarrollo de enfermedades intestinales. El
objetivo de este estudio fue evaluar la recomposicion de los principales filos bacterianos (Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria) en ratones macho de la cepa C57BL/6, que fueron
alimentados con una dieta alta en grasas y una dieta alta en fructosa a lo largo de 11 semanas. La abundancia
relativa de cada filo se evalud utilizando las técnicas de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa punto final
(PCRpf) y el analisis densitométrico de los productos amplificados de la PCRpf, utilizando como muestras las
heces fecales recolectadas a las 4, 8, 10 y 11 semanas, a partir de las cuales se purificé el ADN total. Los
resultados mostraron que la dieta alta en grasas provoca un aumento sostenido del filo Firmicutes y una
disminucion de Bacteroidetes, incrementando la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes, un patron asociado con
desequilibrio en la composicién de las bacterias intestinales. En cambio, la dieta alta en fructosa presento
una respuesta mas variable y menos consistente con lo reportado por otros autores. Sin embargo, ambas
dietas moldean la abundancia de las especies bacterianas y convergen en la reduccién de la diversidad y la
carga microbiana total. Estos hallazgos destacan como la influencia del tipo de dieta y el tiempo de exposicién
influyen en la microbiota intestinal, y refuerzan la importancia de los habitos alimentarios en la modulacién de
la microbiota y su posible relacion con el desarrollo de enfermedades.

Palabras clave: microbiota intestinal, dietas occidentales, obesidad.

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud define la obesidad como una enfermedad crénica caracterizada por una
acumulacién excesiva de grasa corporal que compromete la salud. Esta condicion incrementa el riesgo de
desarrollar diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, alteraciones dseas y reproductivas, asi como
diversos tipos de cancer (World Health Organization, 2025). A nivel global, la prevalencia de obesidad en
adultos mayores de 18 afios ha aumentado considerablemente, pasando de un 25 % en 1990 a un 43 % en
2022 (World Health Organization, 2025).

Los factores que contribuyen a la obesidad van desde una predisposicion genética, el uso de ciertos
medicamentos, pero principalmente el estilo de vida que va desde el sedentarismo, el estrés cronico, y los
habitos alimentarios (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2022). Dentro de estos habitos, se han
identificado a las dietas occidentales como uno de los principales promotores del incremento en las tasas de
obesidad (Rakhra et al., 2020).

Las llamadas dietas occidentales se caracterizan por un elevado consumo de azucares refinados, grasas
saturadas, carnes procesadas, productos fritos y preenvasados, asi como, una baja ingesta de frutas,
vegetales, fibras y compuestos bioactivos de origen vegetal. Esta combinacién genera un desequilibrio
nutricional que se ha vinculado con trastornos metabdlicos y disbiosis intestinal que es un desequilibrio en la
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composicion de la microbiota que habitan en nuestro intestino (Malesza et al., 2021). La microbiota intestinal
esta compuesta por aproximadamente 100 billones de microorganismos que residen simbidticamente en el
tracto gastrointestinal. Estos microorganismos utilizan los residuos de alimentos que el cuerpo humano no
digiere, ademas de ingerir el moco intestinal y las células epiteliales descamadas para mantener su poblacién.
Asi mismo, la microbiota produce una variedad de compuestos bioactivos, como acidos grasos de cadena
corta, vitaminas, moléculas antiinflamatorias, asi como, metabolitos potencialmente nocivos. Estos productos
pueden atravesar la barrera intestinal e influir en la expresidon génica, el metabolismo y la funcion
inmunoldgica, por lo que el equilibrio de la microbiota es esencial para la homeostasis energética y metabdlica
del organismo (Liu et al., 2021).

Una composicidon adecuada de la microbiota intestinal estd compuesta predominantemente por los filos
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, siendo Firmicutes
y Bacteroidetes los mas abundantes (Liu et al., 2021).

Estudios recientes han demostrado que la composicion de la microbiota intestinal varia en funcién del tipo de
dieta. Por ejemplo, dietas ricas en productos animales favorecen la proliferacién de bacterias tolerantes a la
bilis, que contribuye a la digestion de las grasas de la dieta, como Alistipes, Bilophila y Bacteroides, mientras
que dietas basadas en plantas promueven géneros fermentadores de polisacaridos vegetales, como
Roseburia, Eubacterium y Ruminococcus (Tan., et al 2021). En modelos murinos (ratones), la exposicion a
dietas altas en grasas (DAG) y/o altas en grasas y azucares (DAGF) se ha asociado con un aumento en la
proporcion de los filos de Firmicutes y Proteobacteria, y una disminucion de Bacteroidetes, de manera dosis-
dependiente. Esta disbiosis puede desencadenar respuestas inflamatorias que dafian las células del huésped
y favorecen enfermedades metabdlicas o autoinmunes. Sin embargo, aun existe controversia acerca de si las
dietas occidentales aumentan o disminuyen la proporcién entre Firmicutes y Bacteroidetes (Liu et al., 2021).
Asimismo, se ha descrito que un consumo crénico de dietas ricas en grasas, azucares simples y fructosa
moldea la microbiota intestinal, generando cambios en la abundancia de especies bacterianas y esta
documentado que la dieta alta en grasas reduce la diversidad y la carga microbiana total con el paso del
tiempo (Magne et al., 2020).

Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la recomposicion de los principales filos bacterianos
(Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria) en ratones macho de la cepa C57BL/6, que
fueron alimentados con una dieta alta en grasas y una dieta alta en fructosa a lo largo de 11 semanas

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Experimental. Ensayos in vivo.
Estudio comparativo

Modelo animal

Se emplearon ratones macho de 6-8 semanas de edad, de la cepa C57BL/6. Los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en tres grupos diferentes con cinco ratones cada uno. Cada grupo se expuso a las siguientes
dietas: a) dieta control (Rodent diet, 5001), b) dieta alta en grasas (60%) (Research diet, D12492), y c) dieta
alta en fructosa (30%). Los ratones fueron alimentados ad libitum con estas dietas y se recolectaron muestras
de heces de cada grupo de ratones al tiempo inicial (TO) y durante las semanas 4, 8, 10, y 11 para la
purificacion del material genético y evaluacion de los filos bacterianos por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa punto final (PCRpf). Después de 11 semanas se sacrificaron mediante exanguinacion vy
dislocacion cervical (Figura 1). El proyecto principal del cual deriva la presente propuesta fue aprobado por
el Comité de Etica de la Universidad de Guanajuato (CEPIUG-P53-2023), los animales fueron cuidados de
acuerdo con los lineamientos institucionales.
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Figura 1. Esquema del modelo experimental en ratones C57BL/6.

Extraccion de ADN

A partir de las heces se purificé el ADN genémico mediante el método estandar de TRIzol de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria.

Analisis molecular de los filos de 1a microbiota

El analisis de los filos se realizé mediante la técnica de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa punto final
(PCRpf), utilizando primers especificos para los genes del ARNr 16S como control endégeno y para los
principales filotipos bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobateria. Los productos de
amplificacion de PCR fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y tefiidos con
SYBR Safe. La visualizacién de bandas se efectud con un sistema de documentacion iBright 1500.

Analisis densitométrico

La intensidad de las bandas correspondientes a cada filotipo bacteriano fue cuantificada utilizando el software
del sistema iBright 1500. A partir del analisis densitométrico, se obtuvo una estimacién de la abundancia
relativa de cada grupo microbiano, expresada como cociente respecto a la banda del gen 16SrRNA,
empleado como control de carga.

Resultados

Cambios en los filos de la microbiota de ratones expuestos a dietas alta en grasa y alta en
fructosa por 4 semanas

Tras 4 semanas de intervencion dietética (Figura 2) el filo de Firmicutes fue el mas abundante en el grupo de
dieta alta en grasa (Figura 2B), en comparacién con el grupo control. En contraste, los Bacteroidetes
predominaron en el grupo con dieta alta en fructosa (Figura 2C), mientras que el grupo control fue el mas
bajo. El filo de Actinobacteria presentd una disminucion marcada en el grupo con dieta alta en grasa (Figura
2D), mientras que el valor mas alto predomind en la dieta alta en fructosa en comparacioén con el grupo control.
Proteobacteria (Figura 2E) se mantuvo con valores similares entre los tres grupos, con una ligera superioridad
en la dieta alta en fructosa frente al grupo control.
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B Firmicutes semana 4 C Bacteroidetes semana 4 D Actinobacteria semana 4 E
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Figura 2. Andlisis molecular y densitométrico de filos bacterianos en heces de ratones expuestos a dietas control (DC), alta en grasas (DAG) y alta
en fructosa (DAF) por 4 semanas. Gel representativo de la amplificacién de los filos analizados por PCR (A), Firmicutes (B), Bacteroidetes (C),
Actinobacterias (D) y Proteobacterias (E).

Cambios en los filos de la microbiota de ratones expuestos a dietas alta en grasa y alta en
fructosa por 8 semanas

Los resultados de la semana 8 se muestran en la Figura 3. En la figura 3 se muestra una imagen
representativa de los cambios en los filos a las 8 semanas, en donde se observé una alta proporcion de
Firmicutes en el grupo alto en grasas en comparacién con el grupo control (Figura 3B). El filo Bacteroidetes
present6 una proporcion elevada en el grupo control y dieta alta en grasa, siendo menor en la dieta alta en
fructosa (Figura 3C). Actinobacteria se mostraron elevadas en ambas dietas, mientras que en el grupo control
presento valores mas bajos (Figura 3D). Proteobacteria obtuvieron mayor proporcion en la dieta alta en grasa
frente al grupo en control, seguida de la dieta alta en fructosa (Figura 3E).
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Actinobacterias
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Figura 3. Andlisis molecular y densitométrico de filos bacterianos en heces de ratones expuestos a dietas control (DC), alta en grasas (DAG) y alta
en fructosa (DAF) por 8 semanas. Gel representativo de la amplificacion de los filos analizados por PCR (A), Firmicutes (B), Bacteroidetes (C),
Actinobacterias (D) y Proteobacterias (E).

Cambios en los filos de la microbiota de ratones expuestos a dietas alta en grasa y alta en
fructosa por 10 semanas

En cuanto a las 10 semanas (Figura 4), Firmicutes y Bacteroidetes alcanzaron su mayor proporcion en el
grupo con la dieta alta en grasa, en contraste con el grupo control (Figura 4B y 4C). El filo de Proteobacteria
fue el mas representado en los tres grupos, con una expresion cociente mayor en la dieta alta en grasa (Figura
4E). Mientras que Actinobacteria mostré valores similares entre los tres grupos, levemente mayores en la
dieta alta en grasa (Figura 4E).
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Figura 4. Andlisis molecular y densitométrico de filos bacterianos en heces de ratones expuestos a dietas control (DC), alta en grasas (DAG) y alta
en fructosa (DAF) por 10 semanas. Gel representativo de la amplificacién de los filos analizados por PCR (A), Firmicutes (B), Bacteroidetes (C),
Actinobacterias (D) y Proteobacterias (E).

Cambios en los filos de la microbiota de ratones expuestos a dietas alta en grasa y alta en
fructosa por 11 semanas

En esta ultima semana analizada (Figura 5), Firmicutes se mantuvieron relativamente constantes entre los
tres grupos, con diferencias minimas (Figura 5B). El filo Bacteroidetes presenté su mayor proporcion en el
grupo con dieta alta en fructosa (Figura 5C), con respecto a la dieta control y la dieta alta en grasa.
Actinobacteria alcanz6 su mayor proporcion en el grupo con dieta alta en fructosa, seguido del grupo control
y siendo notablemente bajas en el grupo con dieta alta en grasa (Figura 5D). Por su parte, Proteobacteria fue
mas abundante en el grupo control, con niveles mas bajos en la dieta alta en grasa (Figura 5E).
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Figura 5. Andlisis molecular y densitométrico de filos bacterianos en heces de ratones expuestos a dietas control (DC), alta en grasas (DAG) y alta
en fructosa (DAF) por 11 semanas. Gel representativo de la amplificacién de los filos analizados por PCR (A), Firmicutes (B), Bacteroidetes (C),
Actinobacterias (D) y Proteobacterias (E).

Cambio en la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes de ratones expuestos a dietas alta en grasa
y alta en fructosa a diferentes semanas

Considerando que diversos autores han reportado que la dieta alta en grasas genera un incremento de la
proporcion Firmicutes/Bacteroidetes como (Magne et al., 2020), evaluamos el comportamiento del cociente
Firmicutes/Bacteroidetes a lo largo del tiempo (Figura 6). En la semana 4, la proporcién fue baja en el grupo
control y en el grupo con dieta alta en fructosa, mientras que el grupo con dieta alta en grasa presenté una
proporcion ligeramente mayor con respecto al control del TO (Figura 6A). Para la semana 8, se identificéd un
aumento en ambos grupos experimentales, siendo mayor en el grupo con dieta alta en grasa, con respecto a
los controles (Figura 6B). En la semana 10, ambos grupos con las dietas alta en grasas y alta en fructosa
mostraron proporciones similares, mientras que el grupo control presenté el valor mas alto comparado al
tiempo inicial (Figura 6C). Finalmente, en la semana 11 se observo la proporcién mas elevada en el grupo
con dieta alta en grasa, seguida del grupo control con respecto al tiempo cero (Figura 6D).
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Figura 5. Andlisis molecular y densitométrico de filos bacterianos en heces de ratones expuestos a dietas control (DC), alta en grasas (DAG) y alta
en fructosa (DAF) por 11 semanas. Gel representativo de la amplificacién de los filos analizados por PCR (A), Firmicutes (B), Bacteroidetes (C),
Actinobacterias (D) y Proteobacterias (E).

Discusion

Este estudio evaluo los cambios en la composicion filogenética de la microbiota intestinal en ratones macho
de la cepa C57BL/6, que fueron expuestos a una dieta altas en grasa y una dieta alta en fructosa, las cuales
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también son conocidas como dietas occidentales, mediante PCR punto final. Los filos evaluados fueron
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria los cuales van cambiando con respecto al tipo de
dieta al que fueron sometidos y al tiempo de esxposicion a la misma como se observa en nuestros resultados.

La dieta es esencial en el crecimiento y desarrollo del organismo, aportando energia para el funcionamiento
adecuado de los distintos procesos llevados a cabo en el cuerpo. Sin embargo, la composicion de la dieta
puede afectar la manera en cémo interacciona la microbiota con el organismo, ya que provoca cambios en
su composicion, afectando al huésped (Majid et al. 2025).

En este estudi observamos cambios en la composicién microbiana intestinal en el grupo expuesto a una dieta
alta en grasa que concuerda con lo descrito en la literatura. Los ratones alimentados con esta dieta mantuvo
una proporcion elevada del filo Firmicutes y una disminucion en el filo Bacteroidetes, durante todo el periodo
de estudio, lo cual se tradujo en un cociente Firmicutes/Bacteroidetes elevado. Este hallazgo concuerda con
estudios previos en modelos animales y humanos que han reportado un incremento en dicha proporcién
asociado al consumo crénico de dietas ricas en lipidos (Malesza et al., 2021; Ley et al., 2005). En cuanto a
los filos de Actinobacteria y Proteobacteria, se ha documentado que su abundancia tiende a incrementarse
tras la exposicién prolongada a dietas altas en grasa (Velasquez et al., 2018; Shin et al., 2015); no obstante,
en nuestro estudio, ambos filos se mantuvieron en proporciones bajas. Aunque Actinobacteria predominé
sobre Proteobacterias, esta ultima presentd un incremento en la semana 10, seguido de una disminucién en
la semana 11. Este comportamiento variable podria estar relacionado con ciertas variaciones individuales en
la respuesta microbiana, o bien, con una disbiosis aguda inducida por la dieta, aunque se requieren mas
estudios para entender este cambio.

Por otra parte, en el grupo con dieta alta en fructosa no se observaron cambios significativos en el filo
Firmicutes, y solo una tendencia a aumentar pero hasta la semana 11 de exposicion. Estos hallazgos
coinciden con estudios previos que indican que la fructosa incrementa la colonizacién por bacterias
pertenecientes a este filo (Mastrocola et al., 2018). En contraste, Bacteroidetes mostraron una disminucion
progresiva a lo largo del tiempo, lo que podria estar relacionado con alteraciones en el metabolismo
bacteriano inducidas por la fructosa, como la inhibicién del regulador de la utilizacién de carbohidratos (Cur)
(Kabonick et al. 2025). A pesar de esto, la proporcion Firmicutes/Bacteroidetes fue mas baja que la dieta alta
en grasas. En el caso de Actinobacterias, existe controversia acerca de su comportamiento en presencia de
carbohidratos, Tan et al, 2021 observaron un aumento en Actinobacteria por exposicion a una dieta alta en
fructosa, no obstante, Mao et al., 2015, reportaron que su poblacién no aumentan por la exposicion a fructosa,
lo que es consistente con nuestros resultados. Proteobacterias, por su parte, registré un aumento notable en
la semana 10, lo cual coincide con Tan et al, 2021, sin embargo, nuestros resultados muestran una posterior
disminucién, su aumento transitorio en nuestro modelo coincide con hallazgos previos que vinculan la
disbiosis inducida por fructosa con el sobrecrecimiento de este filo, relacionandose con el estado inflamatorio
producto de la obesidad (Lambertz et al., 2017; Rizzatti et al., 2017).

Aunque en este estudio no se evaluaron parametros inflamatorios ni funcionales, se reconoce que una
disbiosis inducida por fructosa podria contribuir a la pérdida de diversidad microbiana, modificaciéon en la
produccion de metabolitos como los acidos grasos de cadena corta (AGCC) y potencial alteracion de la
integridad epitelial intestinal (Wang et al., 2020). Asimismo, se ha reportado que una microbiota alterada por
dietas altas en grasas puede generar un ambiente propicio para la adiposidad, la inflamacién y la disfuncién
metabdlica del huésped, a través de la produccion alterada de metabolitos como AGCC, poliaminas y acidos
biliares secundarios (Geng et al., 2022).

A diferencia de los grupos con dietas modificadas, el grupo control mantuvo una microbiota relativamente
estable a lo largo del tiempo. Los cambios que se observaron fueron no tan marcados y parecen estar mas
relacionados con el paso de las semanas que con algun factor externo. En general, este grupo conservé un
buen equilibrio entre Firmicutes y Bacteroidetes, y los niveles de Proteobacterias y Actinobacterias se
mantuvieron dentro de rangos normales. Aun asi, hacia el final del experimento se notd un ligero aumento en
la proporcién Firmicutes/Bacteroidetes, lo cual sugiere que, incluso sin intervenciones dietéticas, el tiempo
por si solo puede influir en ciertas adaptaciones microbianas.

Si bien, las dietas altas en grasas y las altas en fructosa inducen cambios en la microbiota intestinal, nuestros
resultados mostraron que la dieta alta en grasas genera patrones mas consistentes con lo reportado en la
literatura, como el aumento constante de Firmicutes y la disminucion de Bacteroidetes, los cuales estan
asociados con disbiosis y con un mayor riesgo metabdlico. En cambio, los efectos de la dieta alta en fructosa
mostraron mayor variabilidad de datos y menor concordancia con estudios previos como Tan et al., 2021, lo
cual se podria haber sido causado por la forma de administracion de la fructosa, la duracién del modelo o la
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manera de interaccion con el huésped. Estos resultados ayudan a reforzar el conocimiento sobre cémo
distintos componentes de la dieta pueden cambiar la microbiota intestinal de manera diferenciada, y enfatiza
la importancia de seguir explorando estos efectos con enfoques mas especificos.

Conclusion

Con base en nuestros resultados, se concluye que las dietas occidentales caracterizadas por su contenido
alto en grasas o fructosa producen cambios distinguidos en la composicién de la microbiota intestinal en
ratones macho C57BL/6. Ambos tipos de dieta alteran la proporcion relativa de los filos Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, con respecto al tiempo, aunque con patrones distintos. La
dieta alta en grasas mostré un perfil mas consistente con lo descrito en la literatura, caracterizado por un
aumento sostenido de Firmicutes y una disminucion de Bacteroidetes, asimismo los filos Actinobacteria y
Proteobacteria presentaron un incremento de la abundancia a las semanas 8 y 10, que finalmente decayeron
a la semana 11. Por el lado contrario la dieta rica en fructosa presenté un incremento de la abundancia de
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria dentro de las primeras semanas, que disminuyé en la semana 11.
Adicionalmente, un notable incremento en el cociente Firmicutes/Bacteroidetes fue observado en los ratones
alimentados con dieta alta en grasa y la dieta alta en fructosa hasta la semana 8, sin embargo, solo la dieta
alta en grasas mantuvo este incremento hasta el termino del experimento. Finalmente, cabe mencionar que
ambas dietas occidentales usadas en este modelo moldean la microbiota intestinal de forma diferente,
causando cambios distintos en la abundancia de los filos bacterianos, sin embargo, ambas dietas convergen
en la reduccion de la diversidad y la carga microbiana total conduciendo a disbiosis. Estos hallazgos son
relevantes, debido a que actualmente la gente un consumo crénico y significativo de estas dietas ricas en
grasas y/o azucares que alteran la microbiota y favorecen procesos inflamatorios, metabdlicos y disfuncion
de la barrera intestinal.

Nota

La redaccion de este manuscrito fue revisada con OpenAl. ChatGPT (version del 15 de julio de 2025).
https://chat.openai.com/chat.
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