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Resumen

Titulo: Analisis de los cambios anatémicos, bioquimicos y genéticos del efecto de los
xilooligosacaridos (XOS), como tratamiento de la obesidad y resistencia a la insulina en un modelo
animal de dieta obesogénica en ratas Wistar*

Autor: Jennifer Melissa Giorgi Ortiz**

Palabras clave: Obesidad, diabetes, resistencia a la insulina, Xilooligosacaridos

Descripcion: La obesidad y diabetes tipo 2 son enfermedades cronicas asociadas al consumo de
dietas altas en azucar y grasas saturadas. Por otra parte, se reporta que los xilooligosacaridos (XOS)
son ingredientes alimentarios que brindan muchos beneficios para la salud y diversas aplicaciones
en la industria alimentaria y farmacéutica. Se identificé el efecto metabélico del consumo de XOS
sobre dieta obesogénica. El estudio se realiz6 en ratas Wistar, 24 machos y 24 hembras, en 4
grupos experimentales: Dieta estandar (SD), estandar con xilooligosacaridos (SDX), alta en grasa
y azUcar (GHFD) y alta en grasa y azUcar con xilooligosacaridos (GHFDX). El tiempo de dieta
fue de 6 meses y faltando 16 dias, se agregaron los XOS en la alimentacion diaria (50% p/v). Tras
sacrificios, se evalud glicemiay perfil lipidico pre (antes de dieta) /post (6 meses después de dieta
y tratamiento con o sin Xilooligosacaridos). Se extrajeron y pesaron diferentes organos. La
amplificacion de los genes (INSR, FasN, PPARy y LPL) se realiz6 por PCR-tiempo real. Se aplicd
ANOVA-un factor con el test de comparaciones maltiples de Tukey. Se encontré que la dieta
GHFD generd aumento de peso, mayor IMC, hiperglicemia e hiperlipidemia, aumento la expresion
de genes lipogénicos (LPL y FasN), se redujo la expresion de INSR (asociado con deficiencia de

la sefializacion de insulina) y PPARy. Las dos dietas que recibieron tratamiento con XOS (SDX),
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(GHFDX), disminuyeron las medidas de peso, IMC y perfil lipidico. En cuanto a la expresion
génica, incrementO la expresion de INSR y PPARy post y una reduccién de LPL y FasN.
Concluimos que el consumo de XOS tiene la capacidad de modificar los efectos de obesidad y
resistencia a la insulina revirtiendo la hiperglicemia, hiperlipidemia, mejorando la sefializacion de
insulina y la capacidad de acumulacién de lipidos. Efectos que se ven reflejados en el peso, IMC

y deméas marcadores evaluados.

*Analisis de los cambios anatdmicos, bioquimicos y genéticos del efecto de los xilooligosacaridos
(XOS), como tratamiento de la obesidad y resistencia a la insulina en un modelo animal de dieta
obesogénica en ratas Wistar.

**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Biologia. Director: Alberto Angel Martin. PhD en

Nutrigendmica. Codirectora: Natalia Rocio Moreno Castellanos. PhD en Biomedicina.
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Abstract

Title: Analysis of the anatomical, biochemical and genetic changes of the effect of
Xylooligosaccharides (XOS) as a treatment for obesity and insulin resistance in an animal model
of obesogenic diet in Wistar rats*

Authors: Jennifer Melissa Giorgi Ortiz**

Keywords: Obesity, diabetes, insulin resistance, Xylooligosaccharides.

Description: Obesity and type 2 diabetes are chronic diseases associated with the consumption of
diets high in sugar and saturated fats. On the other hand, xylooligosaccharides (XOS) are reported
to be food ingredients that provide many health benefits and various applications in the food and
pharmaceutical industry. The metabolic effect of XOS consumption on an obesogenic diet was
identified. The study was performed on Wistar rats, 24 males and 24 females, in 4 experimental
groups: standard diet (SD), standard with xylooligosaccharides (SDX), high fat and sugar (GHFD)
and high fat and sugar with xylooligosaccharides (GHFDX). The diet time was 6 months and with
16 days remaining, XOS was added to the daily feed (50% w/v). After sacrifices, glycemia and
lipid profile were evaluated pre (before diet) /post (6 months after diet and treatment with or
without xylooligosaccharides). Different organs were extracted and weighed. Gene amplification
(INSR, FasN, PPARy and LPL) was performed by PCR-real time. ANOVA-one factor with Tukey's
multiple comparisons test was applied. It was found that the GHFD diet had weight gain, higher
BMI, hyperglycemia and hyperlipidemia, increased expression of lipogenic genes (LPL and
FasN), and decreased expression of INSR (associated with insulin signaling deficiency) and

PPARy. The two diets that received treatment with XOS (SDX), (GHFDX), decreased measures
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of weight, BMI and lipid profile. In terms of gene expression, there was an increase in INSR and
PPARy expression post and a reduction in LPL and FasN. We conclude that XOS consumption
has the ability to modify the effects of obesity and insulin resistance by reversing hyperglycemia,
and hyperlipidemia, improving insulin signaling and lipid accumulation capacity. These effects

are reflected in weight, BMI, and the other markers evaluated.

*Analysis of the anatomical, biochemical and genetic changes of the effect of xylooligosaccharides
(XOS) as a treatment for obesity and insulin resistance in an animal model of obesogenic diet in
Wistar rats.

**Faculty of Sciences, School of Biology, Biology. Director: Alberto Angel Martin. PhD in

Nutrigenomics. Co-director: Natalia Rocio Moreno Castellanos. PhD in Biomedicine.
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1 INTRODUCCION

El sindrome metabdlico es un conjunto de signos clinicos derivados de la obesidad y la
resistencia a la insulina (RI), que se asocian a un riesgo aumentado de diabetes tipo 2 y enfermedad
cardiovascular (Lahsen, 2014). La obesidad, como parte de este sindrome, se define como un
exceso cronico de adiposidad corporal que genera deterioro en las funciones metabolicas y ha
registrado ser un problema grave de salud publica, iniciando desde los primeros afios de vida, y
desencadenando en la edad adulta multiples problemas de salud (Alegria et al., 2008). Por otra
parte, la Rl se caracteriza por una capacidad disminuida o nula de la insulina de llevar a cabo sus
funciones fisiolégicas normales y suele preceder a situaciones claramente patoldgicas como la
diabetes mellitus tipo 2. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el nimero de personas
afectadas en el mundo por esta enfermedad aumentaria desde los 135 millones en 1999 a los 299
millones en el 2025. Y estas predicciones parecen aumentar ya que, segin la Federacion
Internacional de Diabetes, las cifras evolucionarian de los 246 millones en 2007 a los 380 millones

en el 2025 (Ros y Medina, 2011).

De esta manera la diabetes mellitus tipo 2, asociada al desarrollo de la Rl y a la obesidad
aumentan la problematica de salud global (Du et al., 2013); y los factores que lo exacerban son: la
edad, los condicionantes genéticos y un estilo de vida inadecuado, en el que se incluye la
inactividad fisica y el consumo de alimentos hipercaléricos y ricos en grasas saturadas,

carbohidratos simples y sal (Alegria et al., 2008).

Por otra parte, las bases genéticas relacionadas con el desarrollo de la diabetes tipo 2 y

obesidad y los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han tenido éxito al identificar
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genes involucrados en este tipo de enfermedades metabodlicas (Ros y Medina, 2011), como lo son
el receptor de insulina (INSR), el &cido graso sintasa (FasN), el receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma (PPARy) y la lipoproteinlipasa (LPL), todos con funciones
primordiales en la regulacion de la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de los lipidos y
proteinas. Esto hace evidente que los estudios no solo dirijan su atencion a la caracterizacion de
vias de sefializacion de la insulina in vitro, sino también al desarrollo de modelos in vivo para
poder establecer cualquier correlacion fisioldgica al estudio de otros factores extrinsecos que
afectan a las diversas moléculas en la cascada de sefializacion de la insulina y que podrian estar

implicados en el desarrollo de la resistencia a la insulina y obesidad (Ros & Medina, 2011).

En otro orden de ideas, los Xilooligosacaridos (XOS), son oligosacaridos no digeridos por
los humanos porque el cuerpo carece de las enzimas necesarias para hidrolizarlos, razon por la
cual, no se degradan en el estbmago llegando intactos al intestino grueso; y esto hace que sea
clasificado como un alimento dietético bajo en calorias y apto para el consumo de personas con
diabetes (Carvalho et al., 2012; Choque Delgado et al., 2011; Nabarlatz et al., 2007; Rivero-Urgell
& Santamaria-Orleans, 2001; Vazquez et al., 2000). Entre los principales beneficios que aportan
a la salud el consumo en la dieta de los xilooligosacaridos esta la mejora de la funcion intestinal,
la absorcion del calcio y el metabolismo de los lipidos y la proteccion contra las enfermedades
cardiovasculares, aparte de ayudar a mejorar el sistema inmunoldgico con los efectos antioxidantes
y antiinflamatorios (Aachary & Prapulla, 2009). La realizacion de esta investigacion es de gran
relevancia ya que no hay estudios que evalten la accion de los XOS extraidos de la cafia de azucar

(Saccharum officinarum) en un modelo de obesidad y RI.
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De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este proyecto de investigacion fue evaluar el
efecto de los xilooligosacaridos (XOS) provenientes de la cafia de aztcar (Saccharum officinarum)
como tratamiento de la obesidad y resistencia a la insulina mediante el analisis de los cambios
anatomicos, bioquimicos y genéticos en respuesta de una dieta obesogenica aplicada en un modelo

animal de ratas Wistar.

2 MARCO TEORICO

2.1 Sindrome metabdlico

Al sindrome metabolico (SM) se le conoce como un conjunto de signos clinicos
considerados como precursores de enfermedades cardiovasculares asociados a la obesidad,
hipertensién y diabetes tipo 2. Las causas del sindrome metabdlico estan dadas fundamentalmente
por la R1y la obesidad. Esta es una evidencia sustentada por varios estudios prospectivos (Pajuelo
et al., 2007), dentro de ellos se tiene The Cardiovascular Risk in Young Finns Study, que fue uno
de los primeros grupos en estudiar los factores que predicen el sindrome metabdlico durante la
infancia (Pajuelo et al., 2007). Zheng et al., (2020) en su articulo “Improvement on metabolic
syndrome in high fat diet-induced obese mice through modulation of gut microbiota by sangguayin
decoction” también establece que el sindrome metabdlico se caracteriza por la obesidad, la
hiperglucemia, la dislipidemia, el estrés oxidativo y la consiguiente RI. Y Lahsen (2014), en su
articulo “Sindrome metabdlico y diabetes” plantea al sindrome metabdlico como consecuencia de

la RI'y sus distintas manifestaciones dadas en gran parte por el aumento de peso y la obesidad.

Por lo anterior, se puede concluir que dentro de las enfermedades asociadas al desarrollo

de sindrome metabolico se encuentran la obesidad y la RI, las cuales son entidades clinicas
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complejas y heterogéneas que pueden tener un componente genético, cuya expresion esta influida
por factores ambientales, sociales, culturales y econdémicos, entre otros. El incremento paralelo de
la frecuencia de la obesidad y la resistencia a la insulina es un fenémeno mundial que aumenta los
factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2, cancer, entre

otros, como causas principales de muerte en el mundo (Garcia et al., 2008).

2.2 Obesidad

La obesidad, definida como un incremento de la masa de tejido adiposo excesivo (Flier,
1995) que cursa con un indice de masa corporal (IMC) >30g/cm?, tiene importantes consecuencias
médicas adversas, en gran parte debido a su asociacion con insulinorresistencia, diabetes tipo 2,
hipertensidon, hiperlipidemia y enfermedades cardiovasculares (Drenick et al., 1980). Comprender
los mecanismos que controlan el crecimiento, el desarrollo y la expresion génica del tejido adiposo
puede proporcionar conocimientos novedosos que conduzcan a tratamientos alternativos para la
obesidad. Dado que la obesidad puede resultar de aumento en tamafio (hipertrofia) y nimero
(hiperplasia) de células adiposas, la regulacion de la diferenciacién de adipocitos es un punto de
control crucial para determinar el crecimiento de la masa celular del tejido adiposo (Sears et al.,

1996).

Se ha demostrado que este proceso de diferenciacion de preadipocitos a adipocitos maduros
esta controlado por miembros del receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPARy),
factor 1 dependiente de la determinacion y diferenciacion de adipocitos (ADD1) / SREBP1 y
CCAAT/proteina de union potenciadora (C/EBP) familias de receptores nucleares (Lin et al, 1994;

MacDougald et al., 1995). PPARy es un activador dominante de la diferenciacion de las células
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grasas gque actla a través de la transactivacion de genes especificos del tejido adiposo, incluidos
los que codifican proteinas implicadas en el almacenamiento y metabolismo de lipidos (Tontonoz
et al.,, 1994; Sears et al., 1996). La expresion forzada de PPARy y C/EBPa en fibroblastos
(Tontonoz et al., 1994) y mioblastos (Hu et al., 1995) es capaz de diferenciar estas células en
adipocitos ya que se expresa en niveles altos exclusivamente en tejido adiposo y es capaz de inducir
adipogenesis (Tontonoz et al., 1994), lo cual ha llevado a prestar mayor atencién en el PPARy, ya
que es el unico factor de transcripcién conocido que se expresa en altos niveles, demostrando tener
la mayor actividad adipogénica entre los miembros de la familia PPAR (Vidal et al., 1997; Brun

et al., 1996).

La lipoproteinlipasa (LPL), también es un importante miembro de la familia de las lipasas
que desempefia un papel central en la hidrolisis de los enlaces éster de las moléculas insolubles en
agua, como los triglicéridos (TG), el colesterol y los fosfolipidos. Los lipidos son insolubles en
agua y, por tanto, son transportados por la circulacion del organismo acompafiados de proteinas,
de ahi el término “lipoproteinas” (Shammari et al., 2022). Existen varias clases de lipoproteinas
que se clasifican en funcion de su densidad, incluyendo los quilomicrones, que son particulas que
estdn formadas por un 99% de triglicéridos y, por tanto tienen una densidad muy baja. Los
quilomicrones transportan los lipidos de la dieta a los tejidos periféricos y al higado. Otras
lipoproteinas son los restos de quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas
de alta densidad (HDL) (Shammari et al., 2022).

La LPL se sintetiza en las células parenquimatosas de los musculos, los tejidos adiposos

blancos y marrones, el musculo esquelético del corazon, las glandulas mamarias lactantes y los
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macrofagos (Kirchgessner et al., 1989; Shammari et al., 2022) y luego se traslada al endotelio de
los capilares sanguineos cercanos. La enzima LPL cataliza la descomposicion del nucleo rico en
TG de los quilomicrones y las VLDL en acidos grasos no esterificados (NEFA) y monoglicéridos.
Los acidos grasos son absorbidos por las células a través de los receptores de la superficie celular
del intestino, como el grupo de diferenciacion 36/translocasa de acidos grasos (CD36) (Goldberg

et al., 2009; Shammari et al., 2022).

Los acidos grasos se utilizan para la produccion de energia en los tejidos periféricos, como
el musculo, y se reesterifican y almacenan en el tejido adiposo. La descomposicion de los
quilomicrones da lugar a restos de quilomicrones, que son descompuestos por el higado, mientras
que la descomposicion de las VLDL da lugar a las IDL. La LPL también es importante para
facilitar la eliminacion de IDL y VLDL a traves de la proteina relacionada con el receptor de LDL
en el higado (LDLR). También se ha demostrado que la LPL afecta al metabolismo de las HDL

(Lewis et al., 2005; Tang et al., 2010; Shammari et al., 2022).

Se ha sugerido que la LPL disfuncional podria afectar a la homeostasis de los lipidos a
través de una variedad de mecanismos metabdlicos y de transporte (Merkel et al., 2002; Shammari
et al., 2022), y su inactividad se asocia con anormalidades fenotipicas. La deficiencia o la baja
actividad de la LPL influye en el desarrollo de la hipertrigliceridemia (HTG), que puede conducir
a una alteracion de la vasodilatacion dependiente del endotelio, lo que provoca cambios
funcionales en la perfusién miocéardica (Schneider et al., 2002; Shammari et al., 2022). De hecho,
una ausencia completa de actividad de la LPL con una acumulacién masiva de quilomicrones en

el plasma puede dar lugar a la deficiencia familiar de LPL, un raro trastorno autosémico recesivo



EFECTO DE XILOOLIGOSACARIDOS DE SACCHARUM OFFICINARUM EN OBESIDAD
18

caracterizado por dolor abdominal, pancreatitis aguda, hepatoesplenomegalia y xantomas cutaneos
eruptivos (Burnett et al., 2017; Shammari et al., 2022). La gravedad de los sintomas depende del
nivel de quilomicrones. Ademas, la deficiencia de LPL homocigota se ha relacionado con una
HTG grave y con una marcada reduccion de los niveles de colesterol de alta y baja densidad (Klos

& Kullo, 2007; Shammari et al., 2022).

Ahora bien, aparte de la accion del PPARy y LPL en la obesidad, se encuentra la sintasa de
acidos grasos (FasN), la cual puede desempefiar un papel en la regulacién del corporal y el
desarrollo de la obesidad como factores clave en el anabolismo lipidico (Mobbs et al., 2002;
Diraison et al., 2002). Varios estudios evidencian que la inhibicion de FasN en roedores induce
una profunda pérdida de peso y una reduccion de la ingesta de alimentos, lo que sugiere que FasN
puede estar involucrado en la obesidad a través de la regulacion del comportamiento alimentario
y la homeostasis energética (Mobbs et al., 2002; Loftus et al., 2000; Shimokawa et al., 2002;
Kumar et al., 2002). Es necesario aclarar si estos efectos también juegan un papel en la obesidad
humana, especialmente porque se ha demostrado que la capacidad lipogénica del tejido adiposo y

la expresion de FasN son menores en humanos que en roedores (Letexier et al., 2003).

En los seres humanos, la proteina FasN se produce a niveles elevados en el higado, los
pulmones y el tejido adiposo intraabdominal (Semenkovich et al., 1995) por lo cual, en conjunto,
estos estudios demuestran que FasN es un gen candidato para la fisiopatologia de la obesidad

humana y sus alteraciones metabodlicas relacionadas (Berndt et al., 2007).
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2.3 Resistencia a la insulina (R1)

Por otro lado, la R1'y sus distintas manifestaciones pueden ser explicadas en gran parte por
el aumento en el sobrepeso y la obesidad, pero cabe resaltar que, la asociacion entre obesidad y
resistencia a la insulina no es totalmente directa, por lo que no es frecuente el poder detectar
marcadores de resistencia a la insulina en individuos de peso normal, como asimismo observar
marcadores de RI en individuos obesos que son metabdlicamente sanos (Lahsen, 2014).
Aparentemente, el nexo entre ambas condiciones es el depdsito de grasa intraabdominal,
independientemente de la cantidad de grasa corporal total ya que, al evaluar la captacion de glucosa
muscular, indicador ampliamente aceptado de RI, se podria evidenciar una relacion inversa con el
volumen por unidad de superficie de tejido adiposo visceral, no observandose relacion con el
volumen por unidad de superficie de tejido adiposo subcutaneo total. En otras palabras, es la
adiposidad visceral y no la subcutanea la que se asocia con la Rl (Banerji et al., 1997). Sin
embargo, es importante comprender la biologia de estos depdsitos adiposos ya que sobre eso es
que radican los efectos diferenciales que tendran sobre la salud; y en el caso del tejido adiposo
subcutaneo, especialmente el abdominal, se asocia a un mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Y las variaciones de este tejido, por ejemplo, el tejido adiposo
subcutaneo del tronco (deposito subescapular) también contribuye al riesgo metabdlico (Fried et

al., 2015).

Segtn el canal de Diabetes, “Diabetes Channel” de la Fundacion: Red de Grupos de
Estudio de la Diabetes en Atencidn Primaria de la Salud (redGDPS), el receptor de insulina -
Insulin Receptor (INSR) esta compuesto por dos subunidades, la subunidad alfa que es el dominio

externo de enlace de la hormona y la subunidad beta, que esta constituida por un dominio
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transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosina-quinasa. La union de la insulina a
este receptor produce la fosforilacion del sustrato del receptor de insulina IRS-1 que inicia una via

de activacion a través de la enzima fosfoinositol 3-quinasa (P13K).

En este proceso se estimula la sintesis de proteinas y lipidos, asi como el crecimiento
celular y la expresion de determinados genes. Uno de ellos es el que favorece la migracion del
transportador intracelular de la glucosa GLUT-4. Este transportador se localiza en la bicapa
lipidica de los granulos de citoplasma que se desplazan hacia la pared celular fusionando sus
membranas. De esta forma el transportador se sitla en la membrana citoplasmatica y permite la
entrada de glucosa al interior de la célula donde completa asi su via metabolica. Cuando este
proceso no se consigue hablamos de un fendmeno de resistencia periférica a la acciéon de la
insulina, que es probablemente el mecanismo fisiopatolégico inicial de la diabetes mellitus tipo 2.
Esta interferencia se puede producir en distintos niveles. En primer lugar, a nivel pre-receptor se
pueden producir fendbmenos que dificulten la unién de la insulina con su receptor, como alguna
mutacion de la insulina o una barrera vascular. A nivel de receptor, distintas alteraciones como las
mutaciones de su estructura, su menor sintesis 0 mayor degradacién, o las alteraciones de su
actividad pueden impedir una correcta secuencia de acontecimientos en el proceso. A nivel del
post-receptor pueden producirse alteraciones en distintos niveles de la cascada de la fosforilacion.
Anivel del transportador GLUT-4 también pueden existir alteraciones tanto en su movilidad, como
en su actividad que dificulten la entrada de glucosa. A nivel post-transportador los defectos de la
via del metabolismo de la glucosa también pueden ser responsables de un incorrecto
funcionamiento del sistema. Por Gltimo, se han descrito otras alteraciones de distintas entidades

ajenas a la unidad anatomica insulina receptor y célula periférica, como la presencia del factor de
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necrosis tumoral alpha, que puede interferir a distintos niveles en el proceso. La lipotoxicidad
caracterizada por unos niveles elevados de acidos grasos libres también contribuye a la resistencia

periférica a la accion de la insulina (redGDPS, 2017).

Entonces, de acuerdo con lo explicado anteriormente respecto al factor PPARy, el gen LPL,
FasN y el receptor de insulina (INSR), y entendiendo la importancia que tienen en los procesos
metabdlicos, encontrar un compuesto que pueda interactuar con todos para de esta forma hallar un
posible tratamiento que pueda ayudar en la disminucion de la obesidad y los niveles de glucosa en
la sangre se convierte en un reto. Y aqui entran los extractos conocidos como los

xilooligosacaridos.

2.4  Xilooligosacaridos

La biomasa lignocelulésica, como el bagazo de la cafia de aztcar (Saccharum officinarum),
es una materia prima barata, abundante y renovable que puede emplearse para produccion
sostenible de biocombustible, bioenergia y varias biomoléculas de valor afiadido (Damasio et al.,
2013; Gongalves et al., 2012; Jayapal et al., 2013; Avila et al., 2020). Dada la naturaleza
lignocelulosica de la biomasa vegetal, esta se puede fraccionar en celulosa, hemicelulosa y lignina,
que pueden ser como bloques de carbono para la produccién de bioproductos (Agrupis &
Maekawa, 1999; Zilliox & Debeire, 1998; Avila et al., 2020). El xilano es el principal componente
de la fraccion hemicelulésica de la biomasa vegetal; por tanto, la biomasa lignocelulésica podria
ser un material de partida apropiado para la xilosa, xilitol y xilooligosacaridos. No se han publicado
estudios sobre la accion de estos XOS extraidos de la cafia de azucar en la obesidad y RI, razon

por la cual, la realizacion de este estudio fue muy relevante.
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Los XOS son oligémeros de xilosa, polimeros de cadena corta formados por unidades de
monosacaridos enlazadas a través de enlaces glucosidicos a y/o . Se consideran dentro de la
categoria de los XOS los compuestos con cadenas comprendidas entre 2 y 10 unidades de xilosa,
aunque a veces se contemplan fragmentos de hasta 40 monomeros (Carvalho et al., 2013; Aachary
& Prapulla, 2011). Los XOS no son digeridos por los humanos porque el cuerpo humano carece
de las enzimas necesarias para hidrolizar los enlaces P, por lo que se consideran prebioticos y fibra
soluble porque no se degradan en el estdbmago y llegan intactos al intestino grueso. Esta propiedad
permite que los XOS se utilicen como edulcorantes dietéticos para alimentos dietéticos bajos en
calorias y para el consumo de personas con diabetes (Carvalho et al., 2013). Estos componentes
pueden estar presentes en alimentos o como productos industriales agregados (Nabarlatz et al.,
2007; Vazquez et al., 2000). La adicién de XOS a los alimentos agrega propiedades fisioldgicas
beneficiosas para el cuerpo, incluida la mejora de la funcién intestinal, la absorcion de calcio y el
metabolismo de los lipidos, la prevencion de la caries dental, la proteccién contra enfermedades
cardiovasculares y la reduccion del riesgo de cancer de colon debido a la formacién de acidos

grasos de cadena (Grootaert et al., 2007; Wang et al., 2009).

Los XOS ofrecen beneficios para la salud debido al metabolismo selectivo promovido por
las bifidobacterias, aumentando la produccion de acidos grasos volatiles. Por tal motivo, se han
utilizado en la industria farmacéutica y en muchos productos alimenticios. Tienen un sabor
aceptable como ingredientes alimentarios y son aditivos hipocaléricos no cariogénicos que pueden
utilizarse en dietas de adelgazamiento (Vazquez et al., 2000). Pero ahora la idea principal es
conocer cual seria la influencia de los XOS como tratamiento de la obesidad y resistencia a la

insulina mediante el analisis de las caracteristicas anatdmicas, bioguimicas y genéticas en
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respuesta de una dieta obesogénica sobre los genes anteriormente mencionados (PPARy, LPL,
INSR y FasN) ya que cumplen un papel fundamental en la absorcién de lipidos, asimilacion de la
glucosa y acumulacion de grasas dentro del organismo humano. Esto con el fin de que, si se llega
a comprobar un efecto positivo en la interaccion del extracto con estos factores, se podria apuntar
a posibles tratamientos médicos que ayuden a disminuir el peso corporal y adiposidad visceral,
controlar factores de riesgo, previniendo asi, la resistencia a la insulina y la obesidad con un costo

de produccion bastante asequible.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de xilooligosacaridos (XOS) como tratamiento de la obesidad y
resistencia a la insulina mediante el andlisis de los cambios anatomicos, bioquimicos y genéticos

en respuesta de una dieta obesogénica en un modelo animal de ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

Establecer un modelo animal patoldgico en ratas Wistar que presenten obesidad y
resistencia a la insulina mediante una dieta obesogeénica caracterizada por grasas y carbohidratos
simples.

Evaluar en ratas Wistar obesas e insulino resistentes el efecto de los xilooligosacaridos
(XOS) sobre cambios en las caracteristicas anatomicas (peso, longitud y circunferencia
abdominal).

Evaluar en ratas Wistar obesas e insulino resistentes el efecto de los xilooligosacaridos
(XOS) sobre los cambios en los parametros bioquimicos del metabolismo energético y lipidico
(glucosa, colesterol total y HDL, triglicéridos).

Evaluar en ratas Wistar obesas e insulino resistentes el efecto de los xilooligosacaridos
(XOS) sobre cambios en los niveles de expresion de genes implicados en la obesidad y la
resistencia a la insulina (INSR, FasN, PPARy y LPL) mediante medidas de expresion por PCR en

tiempo real.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Animalesy dieta

Para llevar a cabo este proyecto se utilizaron un total de 48 ratas albinas (Rattus norvegicus)
tipo Wistar WI IOPS AF/Han, divididas en 24 machos y 24 hembras con el fin de evaluar el efecto
del sexo en los tratamientos experimentales. Los animales que se emplearon para la
experimentacion fueron suministrados y mantenidos dentro del Bioterio Central ubicado en la
Facultad de Salud, de la Universidad Industrial de Santander, en condiciones de luz y temperatura
controladas (periodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con comida ad libitum). Recién
nacidas las ratas, se dejaron bajo el cuidado de la madre por 21 dias, terminado ese periodo de
tiempo, se dividieron por cajas segun la dieta y el tratamiento que recibieron.

Recién separadas las ratas por grupos de tratamientos (6 ratas por cada uno) se comenzaron
a alimentar inmediatamente, por un periodo de 6 meses, con la dieta segun lo correspondiente a su
grupo designado. Los grupos experimentales fueron estipulados de la siguiente forma:

- Tratamiento No. 1: Dieta estandar sin xilooligosacaridos (SD)

- Tratamiento No. 2: Dieta estandar con xilooligosacaridos (SDX)

- Tratamiento No. 3: Dieta alta en grasa y glucosa sin xilooligosacaridos (GHFD)

- Tratamiento No. 4: Dieta alta en grasa y glucosa con xilooligosacaridos (GHFDX)

Los tratamientos 1 y 2 corresponden a la dieta estandar sin (SD, n=6; 3.00 kcal/g) y con
xilooligosacaridos (SDX, n=6). La dieta estandar tenia el siguiente contenido nutricional: 12% de
proteina, 2.5% de grasa, 8.0% de fibra y 50% de carbohidratos, junto con consumo de agua ad
libitum. Los tratamientos 3 y 4, corresponden a la dieta alta en grasa y azucar sin (GHFD, n=6;

3.72 kcal/g) y con xilooligosacaridos (GHFDX, n=6), dieta obesogénica e insulino resistente con
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la siguiente composicion nutricional: 5.6% de proteina, 1.6% de grasa, 1.2 % de fibra'y 82% de
carbohidratos.

Los xilooligosacaridos se les fueron dados a las ratas 16 antes de terminados los 6 meses,
con una concentracion al 50% p/v. Completado ese tiempo, se les tomaron los siguientes datos
anatomicos: circunferencia de abdomen, longitud (medida de cabeza a cola) y peso usando una
balanza digital (OHAUS), esto con el fin de calcular el indice de masa corporal (IMC) (ecuacién
1).

Peso (g)

Ecuacion 1 IMC = (Longitud)? (cm?)

Seguido a esto, se les realiz6 un corte en la punta de la cola para hacer extraccién de sangre.
Esta muestra se centrifug6 a 2700 rpm por 10 minutos y el plasma obtenido fue conservado para
realizar posteriormente las respectivas pruebas bioquimicas para hallar la concentracion de
glicemia en sangre (ecuacion 2) y el perfil lipidico: colesterol, triglicéridos, y lipoproteina de alta
densidad (HDL). Estas muestras fueron marcadas como “muestras pre-tratamiento”.

Desde ese momento y por los siguientes 16 dias (antes de finalizar las dietas de seis meses)
el tratamiento con xilooligosacaridos se les suministrd a las ratas por medio de una sonda
orogastrica, la cual se les introducia por la boca directamente hasta el estémago. Durante este
periodo de tratamiento, se les llevo control de peso diario y observacion de comportamiento, Si
hay o no pérdida de pelo y/o signos de estrés. Por esta razon, aunque hubo grupos de ratas elegidos
para recibir xilooligosacaridos y otros que no; a las que no se les dio de este extracto, si se les
proporciond exactamente la misma cantidad Gnicamente de agua (1 mL) por sonda, para efectuar
el mismo procedimiento experimental con todas, y asi evitar posibles errores experimentales. Una

vez terminados los 16 dias de tratamiento se llevo a cabo el sacrificio de los animales.
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4.2 Sacrificio y colecta de muestras de tejidos

El sacrificio fue realizado por decapitacion con guillotina terminados los 6 meses. Pero
antes de realizarlo, nuevamente se le tomaron medidas de peso, longitud y circunferencia del
abdomen a la rata, ya que estos fueron los datos anatdmicos post-tratamiento. Una vez sacrificadas,
se obtuvo de cada rata la muestra de sangre post-tratamiento y se extrajeron los siguientes tejidos
y organos: higado, pancreas, tejido adiposo visceral, tejido adiposo marrén, tejido adiposo
subcutaneo y musculo esquelético. Estos tejidos se pesaron y posteriormente se conservaron a -
20°C junto con la muestra de plasma post, que al igual que la pre-tratamiento, se obtuvo

centrifugando la sangre recolectada después de realizado el sacrificio, a 2700 rpm por 10 minutos.

4.3 Pruebas bioquimicas

Las pruebas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL en sangre fueron realizadas en
muestras pre y post dietas y tratamiento con el kit de pruebas colorimétricas (Wiener Lab). Las
absorbancias fueron halladas usando un espectrofotometro (BioTek Synergy H1 Microplate
Reader). Se realizaron los calculos de las absorbancias obtenidas para obtener la concentracion de
glicemia (Ecuacion 2), Colesterol total (Ecuacién 3), Triglicéridos (Ecuacién 4) y HDL (Ecuacion

5).

Absorbancia de la muestra

Ecuacion 2 Glicemia = x [Patréon®]

Absorbancia de la soluciéon estandar

*Tomando como concentracion de la solucion patréon 100 mg/dL

Ecuacién 3

Absorbancia de la muestra

Colesterol total = x [Patron’®]

Absorbancia de la soluciéon estandar

*Tomando como concentracion de la solucion patron 200 mg/dL
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Absorbancia de la muestra

Ecuacion 4 Triglicéridos = x [Patron’®]

Absorbancia de la solucion estandar

*Tomando como concentracion de la solucion patron 200 mg/dL

., Ab b iadel t s %
Ecuacion 5 HDL = OTOAA T AT TR x [Patrén’]

Absorbancia de la soluciéon estandar

*Tomando como concentracion de la solucion patron 240 mg/dL

La concentracion de colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad) fue calculada usando

la ecuacion 6.

Ecuacion 6 LDL = Colesterol total — HDL — (—T”gli;é”dos)

4.4 Extraccion de ARNm y amplificacion de genes por PCR en tiempo real.

De las muestras de tejidos extraidos, se eligio el tejido adiposo subcutaneo para realizar la
respectiva extraccion de ARNm y posterior amplificacion de los genes PPARy, FasN, INSR'y LPL
por el protocolo de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR).

La extraccion de ARN se llevo a cabo por medio del protocolo de extraccion con TRIzol
(Ambion). Seguidamente, el ARN extraido de la muestra fue cuantificado en NanoDrop (Thermo
Scientific) y una vez conocida la concentracion, fueron realizados los respectivos calculos para
llevar a cabo el protocolo de purificacion de las muestras por medio del tratamiento con DNAse |
(Promega) para luego realizar la retrotranscripcion (RT) utilizando la transcriptasa inversa M-
MLV (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Terminado este paso, nuevamente

se cuantifico la muestra y se dejo con un volumen final de 20 pL.
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Los genes seleccionados para amplificacion por PCR-tiempo real (Bio-Rad CFX96 Real-
Time PCR System) fueron: el receptor de insulina (INSR), el &cido graso sintasa (FasN), el receptor
gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARY) y la lipoproteinlipasa (LPL). Los primers
y sonda fueron disefiados usando Biosearch Technologies Software (AMLTDA), usando Forward
(F) y Reverse (R) para INSR: F. GCGGTGAAGACGGTCAATG, R:
TGACAGGTGAAGCCCTTCATG; FASN, F: GCTGCCGTGTCCTTCTACTAC, R:
GGTACTTGGCCTTGGGTTTATAC; PPARG, F: GAACCCAGAGTCTGCTGATCTG, R:
TCAGCGGGAAGGACTTTATGTATG y finalmente para LPL, F:
GGCTCTGCCTGAGTTGTAGAAAG, R: TCTTGGCTCTGACCTTGTTGA. Los analisis

cuantitativos de los datos fueron realizados con el Software Gen 5.

45 Andlisis estadistico

Primero se comprobo la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk y una vez
corroborado este dato, todos los resultados fueron analizados usando la prueba paramétrica
ANOVA de un factor, seguida de la prueba post hoc de Tukey para multiples variables. Los
resultados fueron expresados en promedio +error estindar (SEM). Se consideraron valores
significativos aquellos que tenian una significancia de p < 0,05. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el software SPSS/Windows versién 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE.UU.) y

GraphPad Prism Software v7.0 (La Jolla, CA, EE.UU.).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de modelo de obesidad e insulino-resistencia

Con el fin de generar un modelo de obesidad e insulino resistencia se evaluaron dos tipos
de dietas: dieta estandar (SD) y dieta obesogénica alta en grasa y glucosa (GHFD). En la tabla 1
se pueden observar los resultados obtenidos de peso, indice de masa corporal (IMC). En la tabla
2, se pueden evidenciar los resultados obtenidos de parametros bioquimicos (glucosa, colesterol,
triglicéridos, HDL y LDL) separados por sexo (machos y hembras) de las muestras pre (basales)

y post (6 meses después de tratamiento con la dieta).

Tabla 1. Media y error estandar de SD y GHFD

SD GHFD
PRE POST PRE POST
MACHOS 3742 +15.05 407.8+11.97 332.6+6.079" 491 + 8.983

MEDIDAS SEXO

HEMBRAS 2569+6.117 277.8+8.238 267.3+£6.699  342.1 £ 8.534+###
MACHOS 0.209 £0.007 0.2324 £0.006 0.218 £0.002  0.360 = 0.042"##

IMC | PESO

HEMBRAS 0.174+0.003 0.178 +£0.0036 0.186 = 0.001 0.225 £ 0.013++###

Nota: Peso corporal e indice de masa corporal antes (pre) y después (post) de la dieta estandar
(SD) y la dieta alta en grasa y glucosa (GHFD) en ratas macho y ratas hembra. ANOVA de un
factor, p<0,05, prueba de Tukey para comparaciones multiples. (*p<0,05, **p<0,01,

**n<0,001, ****p<0,0001).

vs. SD*, vs. SDX*: vs. GHFD"

SD: Dieta estandar; GHFD: Dieta alta en grasa y glucosa
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Con estos resultados se evidencia que la dieta GHFD genera un incremento significativo
en el peso e IMC en comparacion con la dieta SD tanto en hembras (p=0.000014, p=0.000004,
respectivamente) como en machos (p=0.0008, p<0.000001, respectivamente). Con estos resultados
se demuestra que la dieta GHFD induce una ganancia de peso exacerbada en comparacion con el

SD, generando un estado de obesidad en los animales tratados con la dieta GHFD.

Por otra parte, en la tabla 2 se muestran los parametros bioquimicos evaluados en ambas

dietas (glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL).

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas, el primer resultado
significativo que se observa es el de la glicemia. EI GHFD-post presenta diferencias significativas
respecto al SD-post, tanto en machos (p=0.000769) como en hembras (p=0.0167). También se
evidencian diferencias significativas al comparar el estado basal (pre) y tras el tratamiento (post)
GHFD tanto en machos (p=0.000045) como en hembras (p=0.0008). En la dieta SD al comparar

su estado basal con el efecto de la dieta, no se evidencian cambios significativos.

Seguido a este resultado, tenemos el del colesterol, en donde también se identifican
diferencias significativas al comparar los tratamientos GHFD-post respecto a SD-post en machos
(p<0.000001) y en hembras (p=0.004787). Al evaluar el efecto del tratamiento entre el estado basal
(pre) y el efecto de la dieta GHFD se hallaron diferencias significativas en machos y hembras
(p=0.000002 y p=0.003631, respectivamente). SD no indujo ningun cambio tras la dieta en

comparacion con el estado basal.

En cuanto a los triglicéridos, solo se evidencian diferencias significativas entre GHFD-post
y SD-post en hembras (p=0.001186). Lo que demuestra, que los triglicéridos se ven afectados

dependiendo del sexo de los animales. Al comparar el efecto de la dieta GHFD (post) respecto al
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estado basal (pre), se identificaron diferencias significativas en machos (p=0.001419) y hembras

(p=0.00315).

Para el colesterol HDL y LDL, no se evidenciaron cambios significativos.

Tabla 2. Parametros bioquimicos evaluados en SD y GHFD en ratas Wistar

SEXO Parametros SD GHFD
bioquimicos PRE POST PRE POST

GLI 207.6+5.724 206.4+19.57 188.6+13.92 278 + 12.017%#
8 COL 56.6 +£6.313 57222 62.33 +£1.333 119 +=9.407 " ###
E TG 52.25+13.69 64.25+1.377 46.67+3.159 91.4+9511%
g HDL 361.6 =31.88 341.6+38.8 401 = 16.07 338.4+9.118

LDL 273 +42.07 246 +£40.51 330.3 £15.07 228.5+17.77

GLI 2369+ 15.72 2222+8417 209.64 19.97 321 £30.357##
3 COL 32.67+2.963 32.67=0.8819 32 +3.055 56.86 = 4.5337F
=) TG 72.75+1.493 72.2+9.484 74.25 £2.394 125.3 =8.2937#
é HDL 4557+ 1594  469.5+14.2 465 + 4.933 481 £5.292

LDL 4277+ 1391 417+ 18.01 408 + 3.606 419.7 + 6.692

Nota: Pruebas bioguimicas antes (pre) y después (post) de la dieta estdndar (SD) y la dieta alta

en grasay glucosa (GHFD) en ratas macho y ratas hembra. ANOVA de un factor, p<0,05, prueba

de Tukey para comparaciones multiples. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

vs. SD* (pre); vs. SD* (post); vs. GHFD*

GLI: Glicemia; COL: Colesterol; TG: Triglicéridos

SD: Dieta estandar; GHFD: Dieta alta en grasa y glucosa

Con estos resultados obtenidos, se confirman los efectos de la dieta GHFD asociados a

IMC, en donde efectivamente se evidencia que la dieta alta en grasa con glucosa (GHFD) es la que
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presenta alteraciones mas evidentes tanto anatomica, como metabolicamente en las ratas
induciendo un estado de obesidad en comparacion con las ratas SD. Este estado de obesidad se
soporta a su vez, por los pardmetros de colesterol y triglicéridos, sin embargo, es importante
resaltar que el sexo del animal influye en el efecto mas severo de la dieta en el parametro de los
triglicéridos. También se evidencia que tras la dieta con GHFD se induce un estado de
hiperglicemia que se da independientemente del sexo del animal, manifestacion clinica asociada

con la insulino resistencia (Fried et al., 2015).

En este sentido, se obtuvo un modelo de obesidad con hiperglicemia e hipercolesterolemia

para su uso en los ensayos posteriores.

5.2 Efecto de los xilooligosacaridos (XOS) sobre cambios en las caracteristicas

anatomicas en ratas Wistar

5.2.1 Peso corporal

El peso corporal (pre y post) fue una de las variables que se evalué en machos y hembras.
Ya comprobado que la dieta GHFD si induce obesidad, hiperglicemia e hipercolesterolemia, ahora
se dara paso a probar las dietas con tratamiento de xilooligosacaridos. Como se puede ver en la
figura 1a (machos) y 1b (hembras), GHFD-post induce un incremento de peso significativo en
comparacion con el estado basal del animal (GHFD-pre) (machos p=0.000003 y hembras
p=0.000002). Al comparar los efectos de las dietas post, se evidencia que GHFD-post tiene
diferencias significativas con SD-post (machos p=0.0152 y hembras p<0.000001), SDX-post
(machos p=0.000039, hembras p<0.000001) y GHFDX-post (machos p=0.0014 y hembras

p=0.00021). Con este resultado se puede evidenciar claramente que la dieta alta en grasa y glucosa
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(GHFD) sin XOS en las ratas macho y hembras genera obesidad y que el tratamiento con XOS
genera resistencia a la ganancia de peso cuando se consume una dieta GHFD, lo que sugiere que
los XOS a pesar de mantener una dieta alta en grasa y glucosa, evitan que el aumento de peso sea
cronico y evita el desarrollo de obesidad. En las dietas estdndar no hubo cambios significativos.
Sin embargo, es importante mencionar que al comparar los efectos de los XOS en el SD en
hembras, se evidencia incluso una reduccion significativa de peso entre SD-post y XSD-post
(p=0.00559), en machos no hay cambios significativos en cuanto a la reduccion, se mantuvo un
peso constante. Sin embargo, en ningun caso se presentd ganancia de peso en post-XSD, lo que

sugiere que los XOS incluso tras consumo de una dieta SD, previenen la ganancia de peso.

5.2.2 Indice de masa corporal (IMC)

Uno de los parametros que generalmente se mide teniendo en cuenta los datos de los pesos
y las longitudes hocico - cola (en ratas) o altura (en humanos) es el indice de masa corporal (IMC).
En un modelo in vivo, en este caso de rata, este dato es relevante ya que con su resultado se puede
establecer con mas certeza el estado de obesidad. En la figura 1c y 1d, para machos y hembras
respectivamente, nuevamente se comprueba que el valor post del tratamiento GHFD es el que méas
muestra diferencias significativas respecto a los valores post de los otros tratamientos SD (machos
p<0.000001 y hembras p<0.000001) y SDX (machos p<0.000001 y hembras p<0.000001).
También hay una diferencia significativa entre post-GHFD y post GHFDX en machos y hembras

(p<0.000001).

El IMC al ser un resultado que se calcula a partir del peso y la longitud o altura (para este
caso la longitud), se refuerza el objetivo de comprobar que efectivamente los XOS tienen un efecto

favorable en la anatomia de la rata, evitando la obesidad o generando una resistencia al desarrollo
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de ella. Al revisar el efecto de los XOS en SD, tras el tratamiento con XOS y SD, se evidencia que

no hubo ganancia de peso.

Todos los resultados mencionados previamente de peso e IMC, demuestran que los XOS
independientemente del tipo de dieta que se tenga, tienen un efecto favorable para el metabolismo
evitando la ganancia de peso. Sin embargo, es importante resaltar que la resistencia a la ganancia

de peso y a estados de obesidad es mas marcado cuando se consume una dieta GHFD y XOS.

Figura 1. Efecto de los XOS en peso e IMC

a b
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Nota: Peso corporal antes (pre) y después (post) de diferentes tipos de dietas en (a) ratas macho y
(b) ratas hembra. indice de masa corporal antes y después de diferentes tipos de dietas en (c) ratas
macho y (d) ratas hembra. La dieta estandar (SD) y la dieta estandar con xilooligosacaridos (SDX)
fueron las dietas para los modelos normal y normal/tratamiento, respectivamente. Mientras que: la
Dieta Alta en Grasa con Glucosa (GHFD) y la Dieta Alta en Grasa con Glucosa y con
xilooligosacaridos (GHFDX) fueron las dietas para los modelos diabético/obesogénico y
diabético/obesogénico con tratamiento. ANOVA de un factor, p<0,05, prueba de Tukey para

comparaciones multiples. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

5.2.3 Peso de los 6rganos

Cada uno de los 6rganos Y tejidos extraidos tras sacrificio se pesaron para poder evaluar
los cambios presentados en el peso de los mismos respecto a las dietas con y sin el tratamiento de
XOS. Entonces, como se puede observar en la Tabla 3, tanto los 6rganos de los machos, como los
organos de las hembras tratados con GHFD tuvieron resultados significativos en el peso de los
organos. Especificamente, en el higado, al comparar GHFD respecto a GHFDX se evidencia una
disminucion significativa del peso del 6rgano en machos y hembras (p<0.000001) tras tratamiento
con XOS. Adicionalmente, GHFD también presenta un mayor peso significativo del higado en
comparacion con la SD (p<0.000001) y con SDX (p<0.000001). Por su parte, al comparar el peso
del higado de SDX respecto a GHFDX hay una reduccion significativa en SDX en ambos sexos

(machos p=0.00164 y hembras p<0.000001)

Respecto al pancreas, en machos y hembras la dieta que presenta un mayor peso del érgano
de manera significativa es GHFD en comparacién con SD (machos y hembras p<0.000001),
GHFDX (machos p=0.000002 y hembras p=0.000533), SDX (machos p<0.000001 y hembras

p=0.000003). Sumado a esto, GHFDX en hembras presentd valores de peso aun superiores
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respecto a SD (p=0.004029) y SDX (p=0.03142). En la tabla 2 se pueden comprobar estos
resultados ya que al observar la diferencia de pesos que existe entre la dieta sin XOS (SD y GHFD)
y las dos que si tienen XOS (SDX y GHFDX), efectivamente es evidente que el tamafio del
pancreas en las dietas con XOS era menor de manera significativa respecto a los pesos tras dieta
obesogénica lo que sugiere un efecto positivo de los XOS en el peso del érgano del pancreas.
Adicionalmente es importante resaltar que el aumento cronico del peso de pancreas como se
evidencia en GHFD podria estar asociado con una posible insulino resistencia (Petersen &
Shulman, 2018; McLaughlin et al., 2014), la cual podria verse, al menos en parte, revertida por los

XOS debido a la reduccion del peso del drgano tras éste tratamiento en animales obesos.

En cuanto al tejido adiposo visceral (TAV) y el tejido adiposo subcutaneo (TAS), los
resultados fueron similares en ambos tejidos adiposos en machos y hembras. Es decir, en machos,
la SD tenia menor peso de TAS y TAV en comparacién con GHFD (TAV: p<0.000001; TAS:
p<0.000001) y GHFDX (TAV: p<0.000001; TAS: p=0.008883) y no se evidenciaron cambios
significativos respecto a SDX. Por otra parte, SDX tenia un peso inferior significativo respecto a
GHFD (TAV: p<0.000001; TAS: p<0.000001) y GHFDX (TAV: p<0.000001; TAS: p=0.000078).
Por su parte al evaluar el efecto de los XOS en estado de obesidad, se evidencia un peso inferior
significativo en GHFDX respecto a GHFD (TAV: p<0.000001; TAS: p<0.000001), lo que

demuestra un efecto favorable de los XOS en el peso de los tejidos TAV y TAS.

En hembras, el tratamiento SD en el TAV tenia un peso inferior significativo en
comparacion con GHFD (p<0.000001). En cuanto a TAS, SD tuvo un menor peso significativo
respecto a GHFD (p<0.000001) y GHFDX (p=0.00019). Por otra parte, SDX mostro6 reduccion de

peso significativo en los tejidos adiposos respecto a GHFD (TAV: p<0.000001; TAS: p<0.000001)



EFECTO DE XILOOLIGOSACARIDOS DE SACCHARUM OFFICINARUM EN OBESIDAD
38

y GHFDX (TAV: p=0.00116; TAS: p=0.000005) y finalmente, GHFD tenia un peso de tejidos

adiposos superior a GHFDX (TAV: p=0.00225; TAS: p<0.000001).

En el tejido adiposo marron, en los machos, se evidencia diferencias significativas con un
mayor peso de la SD en comparacion con GHFD (p=0.0042), mientras que en hembras SD tuvo
un peso mayor significativo en el tejido adiposo marron respecto a GHFD y GHFX (p<0.000001
y p=0.000399, respectivamente). En cuanto a SDX, se encontro un peso superior del tejido adiposo
marron respecto a GHFD (machos p=0.0004 y hembras p<0.000001) y GHFDX (machos
p=0.0037 y hembras p<0.000001) en ambos sexos. En cuanto a GHFD, encontramos que la dieta
que induce obesidad hay menor peso en comparacion con GHFDX en machos ( p=0.0389) y
hembras (p=0.000225). Nuestros resultados demuestran que los XOS favorecen la generacién e

incremento de peso de tejido adiposo marrén.

Finalmente, en relacion con el musculo esquelético, en machos y hembras el musculo
esquelético tuvo un mayor peso significativo en SD en comparacion con GHFD (machos p=0.0053
y hembras p<0.000001) y menor peso significativo en comparacion con SDX en hembras
(p<0.000001) y una tendencia a la reduccion en machos (p=0.0799). Mientras que en las hembras,
SDX present6 un mayor peso significativo en comparacion con GHFDX (p<0.000001). Y GHFDX

presentd un mayor peso significativo en comparacion con GHFD (p<0.000001).

Con estos resultados se puede sugerir que efectivamente una dieta alta en grasa y glucosa
(GHFD) afecta de manera directa y evidente tanto el peso e indice de masa corporal (como ya
previamente se demostrd con la figura 1) como el peso de los 6rganos y tejidos, especialmente el
higado, pancreas y la acumulacion del TAV y TAS, pero al momento de afiadir los XOS a esta

dieta y comparar los valores finales de cada una, se evidencia una mejora notable a pesar del tipo
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de alimentacion, muy similar a la estandar, lo cual, también sugiere que los XOS favorecen el
metabolismo de los lipidos y mejoran la actividad de la insulina evidenciado en reduccion del peso

del pancreas.

Tabla 3. Pesos de los 6rganos y tejidos

Organo SD SDX GHFD GHFDX
Higado 11.05 +£0.2508 10.52 £0.378 182 = ) 12.09 £ 0.1892#+~
0.31457 ==
Pancreas 0.7177 = 0.658 + 0.0086 0.9678 = 0.734 £ 0.0294++
" 0.0145 0.0358™ " ==
g TA4V= 397=+0.1791 3.126 £0.1815 1994 = 1258 =
@) ' ' ' ' L1516 === 0.8707"  #srrs
g TAM? 1.553 £0.0284 1.873 £0.0338 0'6167# 1119+ 0.1227%+
0.0983™ =
TASe 7.053 = 0.5887 5.032+0.2874 26.39= . 12.19=
3.323 e 0.8538* =
Misculo 0.7467 £
L. 0.895 £ 0.015 1.062 +0.0938 s 0.9114 = 0.0299
esquelético 0.0120
10.87 = 8911 =
Higado 8.387 = 0.1653 7.751 £0.1501° 0,007+ 54 0. 1358545+
0.5682 _ 0.7667 = 0.6382
Pancreas 0.01536 0.5788£0.0114 0,00 19"+ #4e 0.0132°
3 TAV= 5.384 £ 0.4442 3.753 £0.2135 1223 = 7.67 £ 0.5498%:+~
1 9062
E ens 0.565 0.8879
E TAM? 1.075+£0.0272 1.56 £ 0.0856 0.0457* e 0.0379%* 24+
12,77 6.167 =
TASe 4.044 £ 0.2487 3.731 £0.1369 e 0.3 |+ senie e
Misculo 06112+ 0.7425 < 0.0210"*" 0482 = 0.6155 %
esquelético 0.0071 0.01837 == 0.0107=#=++=

Nota: Pesos de los oOrganos y tejidos de la dieta estandar (SD), dieta estandar con
xilooligosacaridos (SDX), dieta alta en grasa y glucosa (GHFD) y dieta alta en grasa y glucosa

con xilooligosacaridos (GHFDX) en ratas macho y ratas hembra. ANOVA de un factor, p<0.05
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junto con la prueba de Tukey para comparaciones multiples. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

*xxxp<0,0001).

vs. SD*, vs. SDX*; vs. GHFD*

aTAV: Tejido Adiposo Visceral; "TAM: Tejido Adiposo Marréon; °TAS: Tejido Adiposo
Subcutaneo

SD: Dieta estandar; SDX: Dieta estandar con Xilooligosacaridos; GHFD: Dieta alta en grasa y

glucosa; GHFDX: Dieta alta en grasa y glucosa con Xilooligosacaridos.

5.3 Efecto de los xilooligosacaridos (XOS) sobre cambios en los parametros bioquimicos

del metabolismo energético y lipidico.

5.3.1 Glicemia

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos en parametros bioguimicos tales como,
Glicemia, Colesterol, Triglicéridos, LDL y HDL en muestras basales (pre) y post (tras la dieta con
o0 sin tratamiento de XOS). El efecto de la dieta obesogénica GHFD-post presenta niveles de
glicemia superiores de manera significativa respecto a su estado basal (GHFD-pre) (machos
p=0.000045 y hembras p=0.0008) y a SD-post (machos p=0.0006 y hembras p=0.0167), SDX-
post (machos p=0.0004 y hembras p=0.0088) y GHFDX-post (machos p=0.0443 y hembras
p=0.0035) en machos y hembras. Es importante resaltar que XOS induce una reduccion de la
glicemia en estados de obesidad respecto a la dieta obesogénica (GHFD vs. GHFDX) tanto en
machos (p=0.0443) como en hembras (p=0.0035). Permitiendo sugerir que los XOS son posibles
protectores de un aumento acelerado en los niveles de glicemia en un estado de obesidad.

Adicionalmente, la dieta SDX tuvo parametros de glicemia inferiores a la dieta SD. Lo cual
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sustenta que los XOS reducen la glicemia frente a dietas estandar como dietas obesogénicas

evitando la hiperglicemia.

5.3.2 Perfil lipidico (Colesterol, triglicéridos, LDL y HDL)

El colesterol tuvo niveles superiores en GHFD respecto a su estado basal (machos
p<0.000001 y hembras p=0.00363) y respecto a las demas dietas SD (machos p<0.000001 y
hembras p=0.00479), SDX (machos p<0.000001 y hembras p=0.00045) y GHFDX (machos
p<0.000001 y hembras p=0.00275). Por otra parte, al evaluar el efecto de los XOS en dieta GHFD,
se evidencia una reduccion del colesterol significativa en machos (p<0.000001) y hembras
(p=0.00363) llegando incluso a parametros normales similares a la dieta estandar. Al comparar
SDX con SD, no se evidencian cambios significativos. Sin embargo, se hace evidente una

tendencia a la reduccién de los niveles de colesterol en SDX.

En cuanto a los triglicéridos, GHFD presenta niveles superiores significativos en machos
(p=0.001419) y hembras (p=0.00315) respecto al estado basal de la misma dieta GHFD-pre. Al
comparar los efectos de los XOS en dieta obesogénica, se evidencia una reduccion de triglicéridos
en GHFDX-post respecto a GHFD significativa (machos p=0.000076 y hembras p=0.000015).
Con éste resultado se puede afirmar que el tratamiento con XOS en animales obesos es favorable,
especialmente en lo relacionado al metabolismo de los lipidos. Por otra parte, en hembras
disminuyen los valores de triglicéridos de manera significativa en SDX respecto a SD (p=0.00338)
y a GHFD (p=0.00119). El efecto de la misma dieta SDX respecto a su basal también muestra una
reduccién significativa de los triglicéridos (p=0.01399) asi como GHFDX-post también presenta
reduccién de triglicéridos respecto a su estado basal GHFDX-pre (p=0.01484). Estos resultados
indican que, aquellos grupos experimentales que recibieron XOS, mostraron diferencias

significativas dentro del mismo grupo, ya que estos valores obtenidos disminuyeron notablemente
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después de suministrado el tratamiento en ambos tipos de dietas, tanto la estandar como la alta en

grasa y glucosa.

En el LDL de machos unicamente hubo diferencias significativas entre GHFD-post
respecto a si mismo en estado basal (p=0.0351) y con GHFDX-post (p=0.0351), mientras que en
hembras, las diferencias significativas se presentaron con SDX en relacion a pre-SDX

(p<0.000001), SD-post (p=0.000001), GHFD-post (p<0.000001) y GHFDX-post (p<0.000001).

Finalmente, para el HDL, en machos no se presentd ninguna diferencia significativa. En
hembras, al igual que con el colesterol LDL, las diferencias significativas se presentaron entre el
tratamiento post-SDX respecto a su valor pre (p<0.000001) y a los demas post: SD (p<0.000001),

GHFD (p<0.000001) y GHFDX (p<0.000001).

Estos resultados demuestran que los XOS son un compuesto dietario efectivo para acelerar
el metabolismo de los lipidos y azlcares, mostrando niveles favorables de glucosa, colesterol,

triglicéridos, LDL y HDL.
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Tabla 4. Parametros bioquimicos en ratas Wistar hembras y machos
S SD SDX GHFD GHFDX
e Parametros
x bioquimicos pRrE POST PRE POST PRE POST PRE  POST
0
278 £
GLI 207.6+ 2064+ 2309+ 2028 188.6% O .. 1985+ 2337
5.72 19,57 738 5.57 13.92  .ii... 1244 498
119 £
" COL 566+ 572+ 526+ 4933 6233 e 5643+ 49+
g 6.31 2.2 1.50 2.19 133 i, 341 37077
g re 5225+ 6425+ 622 . .o 4667+ Ol4: 646+ 4L1lx
= 13.69 1.38 1.74 T 316 951 670 6227
DL 273+ 246+ 3594+ 321+ 3303+ 228+ 378+ 3225+
42.07 4051  21.52 37.11 15.07 17.77+ 19.04  34.96"
HDL 361.6+= 341.6+ 4247+ 3575+ 401+ 3384+ 392+ 4244+
31.88  38.8 17.16 22.62 16.07 912 2348 20.28
321+
2369+ 2222+ 210+ 209.6 + wu 2275+ 1985+
208 £ 5, 355
GLI 1572 842 6.64 08+3.76 " 997 32;21 10.07  8.99+
56.86 +
32.67+ 3267+ 3075+ 32 see 3533+ 3133+
+ 2T
" coL 2.96 0.88 304 2TELS 56 4';;1 5.36 2,73
3 1253+
= 16 7275+ T22%  658%  23.67+ 7425+ T . 882 4075+
= 1.49 9.48 5.01 5.49%F 2.39 beess 1061 54177
E 289 =
DL 4277+ 417+ 4138+ | e, 408= 4107+ 4273+ 4167+
13.91  18.01 9.44 T, 3.61  6.69%F 367 4707
319.1+
HDL 4557+ 4695+  A58E T lleenn 465 481%  4678= 4755+
15.94 14.2 7.67 T 493 5209 551 5807

Nota: Pruebas bioquimicas antes (pre) y después (post) de la dieta estandar (SD), dieta estandar

con xilooligosacéaridos (SDX), dieta alta en grasa y glucosa (GHFD) y dieta alta en grasa y

glucosa con xilooligosacaridos (GHFDX) en ratas macho y ratas hembra. ANOVA de un factor,

p<0.05 junto con la prueba de Tukey para comparaciones mdultiples. (*p<0,05, **p<0,01,

**n<0,001, ****p<0,0001).

vs. SD*, vs. SDX*; vs. GHFD*

GLI: Glicemia; COL.: Colesterol; TG: Triglicéridos
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SD: Dieta estandar; SDX: Dieta estandar con Xilooligosacaridos; GHFD: Dieta alta en grasa y

glucosa; GHFDX: Dieta alta en grasa y glucosa con Xilooligosacaridos.

5.4 Efecto de los xilooligosacaridos (XOS) sobre cambios en los niveles de expresion de
genes implicados en la obesidad y la resistencia a la insulina (INSR, FasN, PPARy y

LPL)

Para este apartado de la tesis nos enfocaremos en la expresion génica de INSR, FasN,

PPARy y LPL antes y después de los tratamientos con y sin xilooligosacéridos.

5.4.1 Receptor de insulina (INSR)

En la figura 2 se evidencian los resultados de expresion génica de INSR para machos (2a)
y hembras (2b). La dieta GHFD-post tiene una reduccion significativa respecto a SD-post en
machos (p=0.0017) y hembras (p=0.000055). Lo que indica que la dieta GHFD induce reduccion
en los niveles del receptor de insulina y por tanto esto se asocia con la hiperglicemia presentada
en este modelo, demostrando alteracion en la sefializacion de insulina a nivel génico. Por otra
parte, INSR tuvo su maxima expresion con el tratamiento GHFDX, el cual, en relacion con los
otros tres tratamientos, SD, SDX y GHFD tuvo valores altamente significativos (p<0.000001,

p<0.000001, p<0.000001) respectivamente.

Esto podria indicar que la accion de los XOS en una dieta alta en grasa y glucosa,
incrementa la expresion del gen INSR promoviendo la sefializacion de insulina. En las dietas
estandar se expresd, mas no fueron valores significativos los valores de expresion de INSR.

Resultados similares fueron identificados en las hembras, donde también el tratamiento que tuvo
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la mayor expresion de INSR fue GHFDX, en relacion a SD (p=0.00044), SDX (p=0.00025) y

GHFD (p=0.00027).

5.4.2 Acido Graso Sintasa (FasN)

En la figura 2c para machos y 2d para hembras, se puede observar que la dieta con mas
expresion de FasN fue la alta en grasa y glucosa (GHFD). Comparada con los demas tratamientos
SD, SDX y GHFDX los valores son altamente significativos, todos con un valor de p en comun
(p<0.000001). Los XOS tienen un efecto sobre la expresion de FasN reduciendo su expresion de

manera considerable cuando se tiene dieta obesogénica.

5.4.3 Receptor Gamma Activado por Proliferador de Peroxisoma (PPARY)

De acuerdo con lo que se puede observar en la figura 3a para machos, se muestra la
expresion de PPARy en todos los 4 tratamientos. Las diferencias significativas estan al comparar

GHFDX con SD (p<0.000001), SDX (p<0.000001) y GHFD (p<0.000001).

Teniendo una méxima expresion de PPARy tras el tratamiento con GHFDX. En cuanto a
la expresion de PPARy en hembras (figura 3b), SD present6 la méxima expresion respecto a SDX
(p=0.00540) y GHFD (p=0.000006). Por otra parte, PPARy también tuvo elevada expresion en el
tratamiento GHFD con XOS, mostrando diferencias significativas respecto a SDX (p=0.01021) y

GHFD (p=0.00001).

Finalmente, PPARy en SDX tuvo diferencias significativas respecto a GHFD (p=0.00184).
Lo cual sugiere que los XOS aumentan la expresion de PPARy en una dieta alta en grasa y glucosa

e incluso llega a valores similares a la dieta estandar.
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5.4.4 Lipoproteinlipasa (LPL)

En la figura 3c para machos y 3d para hembras, se puede observar que la dieta con mas
expresion de LPL fue GHFD comparada con los demas tratamientos SD, SDX y GHFDX los
valores son altamente significativos, todos con un valor de p en comun (p<0.000001) en ambos

SEXO0S.

Estos resultados se pueden asociar precisamente a los obtenidos en la tabla 4 de los
parametros bioquimicos, ya que, evidentemente el hecho de que tanto los niveles de glicemia como
los del perfil lipidico disminuyeran post tratamiento con XOS, en ambas dietas, la obesogénica y
la estandar, da a entender que tienen efecto en las rutas metabdlicas de manera favorable,
aumentando la expresion de los genes que ayudan en el metabolismo de las grasas y azucares
(INSR y PPARYy) y disminuyendo la expresion de los que favorecen la acumulacion de lipidos

dificiles de sintetizar en el cuerpo (FasN y LPL).

Situacién completamente contraria a los dos grupos que no recibieron XOS (SD y GHFD).
Yaque la expresion de INSR y PPARy fue increiblemente baja, en comparacion con las expresiones

de FasN y LPL.
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Figura 2. Expresion genética de INSR y FasN en ratas Wistar
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Nota: INSR antes (pre) y después (post) de diferentes tipos de dietas con y sin xilooligosacaridos

en (a) ratas macho y (b) ratas hembra. FasN antes (pre) y después (post) de diferentes tipos de

dietas con y sin xilooligosacaridos en (c) ratas macho y (d) ratas hembra. La dieta estandar (SD) y

la dieta estandar con xilooligosacaridos (SDX) fueron las dietas para los modelos normal y

normal/tratamiento, respectivamente. Mientras que: la dieta alta en grasa con glucosa (GHFD) y

la dieta alta en grasa con glucosa y con Xxilooligosacaridos (GHFDX) fueron las dietas para los
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modelos diabético/obesogénico y diabético/obesogénico con tratamiento. ANOVA de un factor,

p<0,05, prueba de Tukey para comparaciones mdaltiples. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

*xxxp<0,0001).

Figura 3. Modificaciones en la expresion genética de PPARy y LPL en ratas Wistar
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Nota: Modificaciones en la expresion genética de PPARy y LPL en ratas Wistar. PPARy antes y

después de diferentes tipos de dietas con y sin xilooligosacaridos en (a) ratas macho y (b) ratas
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hembra. LPL antes y despues de diferentes tipos de dietas con y sin xilooligosacaridos en (c) ratas
macho y (d) ratas hembra. La dieta estandar (SD) y la dieta estandar con xilooligosacaridos (SDX)
fueron las dietas para los modelos normal y normal/tratamiento, respectivamente. Mientras que: la
dieta alta en grasa con glucosa (GHFD) y la dieta alta en grasa con glucosa y con xilooligosacaridos
(GHFDX) fueron las dietas para los modelos diabético/obesogenico y diabético/obesogénico con
tratamiento. ANOVA de un factor, p<0,05, prueba de Tukey para comparaciones multiples.

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

6 DISCUSION

El sindrome metabdlico es un conjunto de signos clinicos relacionados con hipertension,
obesidad y resistencia a la insulina que promueve directamente el desarrollo de la diabetes mellitus
tipo 2 (Gallagher et al., 2011; Zheng et al., 2020). Por su parte, la obesidad es inducida por héabitos
dietéticos y estilos de vida poco saludables, principalmente por el consumo de alimentos
ultraprocesados y dietas con altos contenidos de grasas saturadas, carbohidratos simples y sal en
exceso (Zheng et al., 2020). Por este motivo, realizar estudios metabdlicos en modelos in vivo
donde se pongan a prueba extractos naturales como posibles tratamientos para la obesidad y la
diabetes tipo 2, son innovadores y bastante prometedores. Por esta razén se llevaron a cabo varios
objetivos especificos derivados de uno general, en donde lo mas importante era dar respuesta a la
pregunta planteada: “;Son los xilooligosacaridos provenientes de la cafia de azucar (Saccharum
officinarum), un tratamiento efectivo para modificar las caracteristicas anatomicas, bioquimicas y

genéticas, relacionadas con el desarrollo de la obesidad y resistencia a la insulina en ratas Wistar?””.
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De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 1) se comprobd que la dieta alta en grasa
y glucosa (GHFD) fue la que presenté un mayor aumento tanto en el peso como en el IMC, que
puede suponerse fue consecuencia del aumento en el tejido adiposo como establecimiento de la
obesidad (Garcia et al., 2012) e hiperglicemia; y tanto la adiposidad total como la distribucion de
la grasa, influyen en el aumento acelerado del peso (Fried et al., 2015). Esto se debe a que en el
tejido adiposo visceral (TAV) y el tejido adiposo subcutaneo (TAS), se encuentran los
preadipocitos, que tras la estimulacién adecuada, van a derivar en adipocitos maduros (Esteve,
2013). En la tabla 3 se muestran los pesos de algunos érganos y tejidos, en donde se pudo ver
claramente que el TAV y el TAS son los que més presentaron ganancia de peso a lo largo del
tiempo, hasta acabar la dieta GHFD; pero algo importante por resaltar es que el TAV pesa menos
que el TAS, y de acuerdo a lo planteado por Fried et al., (2015), esta diferencia podria ser explicada
debido a que los depositos de adipocitos dentro de cada uno de los tejidos varian en su capacidad
de expansion por hiperplasia o hipertrofia, lo cual, para el caso del TAV, esta se daria por
hipertrofia, mientras que para el TAS se daria por hiperplasia, y es justo ahi donde se confirma el
hecho de que el aumento de peso se pudo dar precisamente porque los preadipocitos procedentes
del tejido subcutaneo muestran mayor capacidad de proliferacion y diferenciacion (Esteve, 2014),

aumentando el tamafio del tejido rapidamente y por ende, el peso del animal en general.

Ese tipo de obesidad causada bien sea por la hipertrofia o por la hiperplasia de
preadipocitos en los tejidos blancos, se da, segun Akiyama et al., (1996) y de acuerdo a muchos
estudios realizados en ratas normales, cuando se les ofrece una dieta alta en grasa ad libitum (Hill
et al., 1983; Rebuffé-Scrive & DePodesta, 1955; Li et al., 2022) y sugiere que los niveles altos de
grasa en la dieta aumentan la ingesta de energia, el contenido de grasa corporal y la resistencia a

la insulina. Esto se debe principalmente a que, los carbohidratos son uno de los nutrientes
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esenciales que actuan como principal fuente de energia a corto plazo en el metabolismo, es decir
gue son mas sencillos de metabolizar en comparacién con las grasas; pero sumados a la dieta alta
en grasa ad libitum que se le dio a las ratas, y teniendo ellas un estilo de vida sedentario, las pone
en condiciones de alto consumo de energia pero baja actividad fisica, aumentando asi la tendencia
al almacenamiento de energia, al sobrepeso y finalmente a la obesidad (Pellizzon & Ricci, 2018).
Lo cual se comprueba con los datos de la tabla 1 al observar el significativo aumento de peso que

tuvieron las ratas del grupo que recibid la dieta GHFD.

Un resultado similar obtuvo Ghibaudi et al., (2002), cuando evaluaron el efecto cronico de
las grasas alimentarias con diferentes contenidos de grasa (10, 32 y 45%) sobre la adiposidad
corporal y el metabolismo en ratas. Demostraron que la ingesta de energia, el aumento de peso, la
grasa, la glucosa plasmatica, el colesterol, los triglicéridos, los &cidos grasos libres, la leptinay los
niveles de insulina aumentaban de forma dependiente de la dosis con el aumento de grasa en la
dieta. Tal como lo muestra nuestra tabla 2 de resultados, en donde los niveles de glicemia,
colesterol, triglicéridos y LDL post-GHFD son mas altos que los valores de la dieta SD. Es decir,
con esta dieta, ya se tienen ratas obesas e hiperglicémicas, ya que hay pruebas sustanciales que
demuestran una fuerte asociacion entre la ingesta elevada de carbohidratos y la resistencia a la
insulina (Kuo, 2013; Cromwell et al., 2000; Pellizzon & Ricci, 2018) y con esto, los investigadores
afirman que este método de combinar un alto nivel carbohidratos con un alto nivel de grasas en
los modelos animales, imita mejor el estado de la enfermedad en los seres humanos para inducir
el dafio metabolico (Almeida-Suhett et al., 2019; Rutten & Groot, 1992; Dalby et al, 2017;

Pellizzon & Ricci, 2018).

Este resultado también puede ser respaldado con lo visto en la figura 3c y 3d, en donde,

efectivamente la condicidn alta en grasa y glucosa (GHFD) para machos y hembras no presentd
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una expresion significativa de PPARy, cuando ya se ha demostrado que PPARYy es necesario para
la diferenciacion de los adipocitos y también para el mantenimiento de la diferenciacion. Cuando
se silencia PPARY, se induce a pérdida de lipidos y disminucién de la expresion de los marcadores
de adipocitos maduros (Rosen & McDouglad, 2006; Esteve, 2013). En pocas palabras, se requiere
PPARy para la adipogénesis (Zuo et al., 2006; Esteve, 2013). Mientras que el gen que si estaba
sobreexpresado fue el LPL, este a pesar de que desempefia un papel fundamental en la
hidrolizacion de los enlaces éster de las moléculas insolubles en agua, como los triglicéridos, el
colesterol y los fosfolipidos; estos acidos grasos se utilizan para la produccion de energia en los
tejidos periféricos, como el musculo, y se reesterifican y almacenan en el tejido adiposo; pero, si
no hay un gasto energético, lo que hardn estos acidos grasos sera acumularse ya que LPL
continuara catalizando la descomposicion de triglicéridos presentes en lipoproteinas como los
quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), afectando el metabolismo de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y en si, a la homeostasis de los lipidos a través de diversos
mecanismos metabolicos y de transporte (Lewis & Rader, 2005; Tang et al., 2010; Merkel et al.,

2002; Al-Shammari et al., 2022).

Y de igual forma, en la figura 3a'y 3b, la baja expresion de INSR se ve asociada a alteracion
de la sefializacion de insulina y a la alta expresion de LPL, ya que la insulina es fundamental para
controlar los niveles plasmaticos de acidos grasos no esterificados (NEFA), razon por la cual, la
supresion de la lipdlisis es una funcidn fisioldgica muy importante de la insulina, ya que esta es la
hormona antilipolitica méas potente (Petersen & Shulman, 2018). Entonces claramente la baja
expresion de INSR y la alta de LPL indican que muy posiblemente la lipdlisis de triglicéridos en
los adipocitos no podra ser controlada debido a que la insulina se ve notablemente afectada en

individuos con obesidad desarrollada, aumentando los niveles plasmaticos de acidos grasos libres
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(FFA) y glicerol y perjudicando la accion de la insulina tanto en el higado como en el musculo
(Atzmon et al., 2002), llevando de esta forma a que el higado también sufra dafio hepatico, ya que
segun Miquilena y Garcia (2009), el grado de obesidad influye en la acumulacion de grasa en el
higado y algunos estudios epidemioldgicos han indicado que el aumento de las concentraciones
séricas de las enzimas hepaticas, es un indicador sensible de esteatosis hepatica (Bellentani et al.,
2000; Omagari et al., 2002). Lo anterior se evidencia con la tabla 3, en donde el peso del higado,
tanto en machos como en hembras, es mayor para la dieta GHFD en comparacién con el peso de

la SD.

Ahora bien, continuando con la expresion génica, también la figura 2 nos muestra en 2c 'y
2d la alta expresion en machos y hembras de FasN. Como enzima central en la lipogénesis, el gen
que codifica la sintasa de acidos grasos fue identificado como candidato para determinar la grasa
corporal y se encuentra vinculado a las alteraciones metabdlicas de la ingesta excesiva de energia,
incluyendo la hiperinsulinemia, la dislipidemia y la alteracién del perfil de adipocinas en con el
aumento de la masa de la grasa corporal (Berndt et al., 2007). La sobreexpresion de FasN en el
tejido adiposo esta relacionada con la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (Berndt, 2007; Wang

et al., 2022).

Todos estos resultados estan estrechamente relacionados, tanto el peso corporal, el IMC,
como los resultados de los parametros bioquimicos, los pesos de los 6rganos y tejidos y las
expresiones génicas, brindando evidencia clara del estado de obesidad e hiperglicemia (posible,

mas no comprobada insulinorresistencia) de las ratas en el modelo GHFD.

Ahora bien, ya comprobados los efectos de la dieta alta en grasa y glucosa en el

metabolismo y cémo influye en el aumento de peso, en comparacion con la dieta estandar; daremos
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entrada a las otras dos dietas, pero estas con tratamiento de XOS. Se conoce que los materiales de
lignocelulosa, como lo es el bagazo, son usados para generar electricidad en la industria del aztcar
y etanol para procesos energéticos (Carvalho et al., 2020). Pero estos residuos no son
completamente utilizados y la principal limitacion de estos materiales son los fuertes enlaces
quimicos entre la celulosa, lignina y arabinoxilano en la célula vegetal, dificultando la hidrdlisis.
Por eso la busqueda de un pretratamiento quimico y enzimatico es necesario para romper estos
enlaces, volviendose monosacaridos, como, por ejemplo, glucosa y xilosa; y oligosacaridos, como
los xilooligosacaridos. Estos XOS no son degradados por el estomago, llegando intactos al
intestino y esto le proporciona al organismo beneficios como la proteccion contra enfermedades
cardiovasculares, la reduccién del cancer de coldn debido a la formacion de acidos grasos de

cadena corta, entre otros (Carvalho et al., 2020).

Sabiendo esto, la idea es comparar los resultados que se obtuvieron de las dietas con XOS,
buscando la forma de explicar qué efecto pudieron tener estos XOS en el metabolismo glicémico
y lipidico de las ratas. Y para esto discutimos los resultados obtenidos en la figura 1, en donde 1a
y 1b hacen referencia al peso pre y post tratamiento para cada una de las cuatro condiciones en
machos y hembras, respectivamente; y la 1c y 1d es igual que la anterior solo que no con la medida

del peso sino la del indice de masa corporal (IMC).

Estos resultados mostraron que aquellas dietas en las que se afadieron los XOS
disminuyeron en peso y en IMC. Li et al., (2022) en su estudio con ratones, plantea que los
xilooligosacaridos pueden ayudar a atenuar trastornos metabolicos previniendo la obesidad
inducida por una dieta alta en grasas, modulando la microbiota intestinal en el ciego y
posteriormente ayudando a disminuir la acumulacion de grasa. Estos resultados también los obtuvo

Li et al., 2015 y Finegold et al., 2014, en sus estudios con humanos, en donde demostraron que
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los XOS aumentaban los recuentos de Bifidobacterium in vivo, sugiriendo que la suplementacion

de una dieta con XOS, puede ser Util en el tratamiento de la obesidad.

En el estudio de Long et al., 2019, también realizado en ratones demostraron que, ademas
de una disminucion de la masa de la grasa, se dio una disminucion significativa de la leptina
circulante en aquellos ratones que recibieron una dosis alta de XOS (7%) en comparacion con los
alimentados con carbohidratos refinados y concentracion baja de fibra soluble. Con estos
resultados se puede sugerir que la disminucion del peso post tratamiento con XOS se dio por la
mejora en la microbiota intestinal, ya que, es bien sabido que los XOS poseen un alto potencial
prebiotico. En este estudio no se realizo analisis de la microbiota, pero queda como una potencial
oportunidad de realizarlo para corroborar lo descrito en numerosos articulos sobre este tema. Lo
cual, de primera mano, comparando estos resultados con los obtenidos de solo las dietas en la
primera parte, ya se nota la accion de los xilooligosacaridos como posibles moléculas utiles en el

tratamiento de la obesidad e hiperglicemia.

Continuando con el analisis de los resultados, la tabla 3 muestra los pesos de los 6rganos
extraidos de cada una de las ratas, pero estos resultados, en realidad, estan estrechamente
relacionados con los de la tabla 4, los resultados (pre-dieta/tratamiento con el post-
dieta/tratamiento) de la concentracion de cada uno de los parametros bioquimicos alli evaluados.
Ya anteriormente se explicé como una dieta alta en grasa y glucosa, afecta el metabolismo con los
altos niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, LDL y bajos niveles de HDL; ya que a partir de
la obesidad es de donde se desencadenan los problemas de hiperglicemia, insulinorresistencia,
diabetes tipo 2, etc., y los pesos de los tejidos TAV y TAS son grandes indicadores de que
efectivamente existe dafio, ya que en condiciones fisioldgicas normales, la homeostasis lipidica

requiere de la existencia de interacciones metabdlicas coordinadas entre el higado, el musculo y el
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tejido adiposo en general, ejercidas en gran medida por la accion reguladora de la insulina
secretada por el pancreas; y el higado, dado su importante papel en el metabolismo de los lipidos,
no debe verse afectado por la accidn de los genes que lo podrian perjudicar si se llegasen a sobre
expresar mas de lo normal, como es el caso de FasN y LPL. Ya anteriormente se demostré con la
figura 2 y 3, que cuando habia dafio metabdlico inducido por obesidad e hiperglicemia, la
expresion de los genes FasN y LPL aumentaba, mientras que la de INSR y PPARy disminuye.
Ahora con la accién de los XOS en la dieta, se puede ver claramente un cambio en esas
expresiones, ya que contrario a la GHFD sin XOS, ahora la expresion de FasN y LPL disminuyen,

mientras que la de INSR y PPARy aumentan.

Esto se puede respaldar con el estudio realizado por Li et al., 2022, en donde demostraron
que los XOS poseen una variedad de actividades fisioldgicas, incluida la actividad anti obesidad
(Li et al., 2015; Kamphus et al., 2019). Esto puede deberse a que suplementar los alimentos con
XOS, disminuy6 la acumulacién de grasa al suprimir la expresion de los genes relacionados con
la adipogénesis, alterando principalmente la microbiota intestinal (Wolnerhanssen et al., 2019;
Verhoef et al., 2011; Li et al., 2022). Y basicamente, eso fue lo que se demostrd, ya que las dietas
que recibieron tratamiento con XOS, en todos los resultados obtenidos, desde el peso, hasta las
expresiones de los genes, tuvieron un cambio evidente. EIl peso en la dieta GHFD con XOS
disminuyad, al igual que el IMC. En los parametros bioquimicos redujo notablemente el contenido
de lipidos en suero y mejord la tolerancia a la glucosa, esto debido a que la sacarosa puede ser
facilmente absorbida en el tracto intestinal lo que resulta en la mayoria de los resultados post-
GHFD vistos en la tabla 4. En cuanto al peso de los tejidos adiposos blancos (TAV y TAS)
disminuyeron en peso, mientras que el tejido marrén, aumentd; lo cual es bastante favorable, ya

que el tejido adiposo marrén tiene la funcion fisiologica de metabolizar los acidos grasos disipando
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la energia en forma de calor. Y esta funcion especifica del TAM esta sustentada por la elevada
proporcién en sus mitocondrias que permiten acoplar la cadena respiratoria a la ATP sintetasa,
permitiendo de esta forma la produccion de calor. Cuando los tejidos blancos y el tejido marrén se
encuentran en equilibrio, contribuyen al balance energético del organismo (Esteve, 2013). Vimos
que el higado en la GHFD aumentd considerablemente su tamafio (tabla 3) porque la lesion
hepatica es el principal factor relacionado con la obesidad (Polyzos et al., 2017; Li et al., 2022);
luego de suministrado el tratamiento con XOS, el higado en ambos grupos (machos y hembras)
disminuyd en peso. Este resultado se corrobora con el que tuvo Hong et al., (2017). Ellos
informaron que el higado en roedores obesos mostraba acumulacion de numerosas gotas de grasa
en comparacion con el grupo normal, causando como consecuencia esteatosis hepatica, mientras
que los que suplementaron con XOS mostraron en sus analisis un efecto hepatoprotector

significativo (Li et al., 2022).

En la expresion génica, aumento los niveles de expresion de INSR y PPARy, mientras que
los de FasN y LPL disminuyeron. Se ha informado que la suplementacién dietética con XOS,
reduce la expresion de los genes implicados en la adipogénesis y la sintesis de acidos grasos (L.i et
al., 2015; Zhang et al., 2019; Li et al., 2022). Por lo tanto, estos cambios en la expresidn génica
podrian ser responsables de la reduccion observada en los pesos de los tejidos adiposos y del

cuerpo, y de la recuperacion de la lesién hepatica (Li et al., 2022).

Cabe resaltar que, contrastando principalmente los resultados del perfil lipidico de las
hembras (Triglicéridos y LDL) junto con la expresion génica de PPARy con el de los machos, hubo
diferencia en el comportamiento de los resultados muy evidentes, lo cual se podria pensar que estas
variaciones se deben segin Heine et al., (2000) al receptor de estrégeno-a (ERa). Aunque el

mecanismo por el cual es estrogeno regula los tejidos adiposos blancos ain no estan claros, los
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efectos de este en la sintesis de lipidos pueden estar implicados, muy probablemente debido a las

variaciones a lo largo del ciclo estral en las ratas hembra.

Finalmente, esta investigacion no sélo proporciona resultados favorables acerca de la
posibilidad de complementar una dieta bien sea alta en grasas y glucosa, o una dieta normal y
equilibrada en nutrientes con los XOS, mejorando la regulacion de la sensibilidad a la insulina y
el metabolismo de los lipidos; sino que también abre puertas a mas investigaciones sobre el efecto

de este oligosacarido sobre la salud metabdlica.

7 CONCLUSIONES

Se establecid que la dieta alta en grasa y glucosa (GHFD) en ratas Wistar machos y
hembras, present6 el modelo esperado de obesidad, aumentando los valores de las caracteristicas
anatémicas relacionadas al peso, al IMC, a los 6rganos y tejidos extraidos, junto con los parametros
bioguimicos de glicemia, colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL y LDL, y disminuyendo

las expresiones de los genes INSR, PPARy, asi como aumentando las de los genes FasN y LPL.

En machos, la SDX no presentd cambios significativos en comparacion con la SD para
ninguno de los parametros evaluados (anatémicos, bioquimicos y genéticos), contrario a lo
obtenido en hembras, donde se evidenciaron diferencias significativas en el peso, el TAM, en el
musculo esquelético e higado y en la expresion de PPARy; sugiriendo que en una dieta equilibrada
en grasas Yy carbohidratos (dieta estandar), la accion de los XOS inducen cambios significativos en

las hembras mientras que en los machos se conservan parametros normales.
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La accion de los XOS en machos y hembras se hizo evidente en la dieta GHFDX,
disminuyendo de manera considerable la gran mayoria de pardmetros evaluados, en comparacion
con lo obtenido en la dieta GHFD sin XOS; indicando que los XOS extraidos de la cafia de aztcar

sirven como posible tratamiento para contrarrestar el estado de obesidad e hiperglicemia.

Finalmente, esta investigacion no sélo proporciona resultados favorables acerca de la
posibilidad de complementar una dieta bien sea alta en grasas y glucosa, o una dieta normal y
equilibrada en nutrientes con los XOS, mejorando la regulacion de la sensibilidad a la insulina y
el metabolismo de los lipidos y proteinas; sino que también abre puertas a mas investigaciones

sobre el efecto de este oligosacaridos sobre la salud metabdlica.

8 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una segunda fase en dénde se evalle el efecto de los XOS

provenientes de Saccharum officinarum sobre el microbioma en modelo animal.

Realizar estudios histologicos que permitan realizar una mayor aproximacion sobre los

dafios en pancreas e higado inducidos por dieta y la reversion de dafio tras tratamiento con XOS.

Incluir en proximas caracterizaciones del modelo de obesidad evaluacion de otros

parametros bioquimicos como hemoglobina glicosilada e Insulina.

Realizar aproximaciones de dietas y su efecto metabolico empleando sélo ratas machos

debido al efecto que se presenta en las ratas hembras influido por factores hormonales.
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Considerar una fase de estudio clinico para evaluar el efecto de los XOS en personas sanas

y sujetos obesos con/sin insulino resistencia.
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