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Glosario de términos

Acesulfame de potasio. Edulcorante de alta intensidad que es aproximadamente 200 veces
mas dulce que la sacarosa. Se emplea en bebidas refrescantes, lacteos, panificacion y dulces
(Badui-Dergal, 2006).

Acetil CoA carboxilasa (ACC). Enzima que cataliza la reaccion de la acetil-Coenzima A y
bicarbonato para formar malonil-Coenzima A (Garrido Pertierra y Teijon Rivera, 2009).

Acido graso sintasa. Complejo de enzimas que catalizan la sintesis de &cidos grasos. Sus
siglas en inglés son FAS (Fatty Acid Synthase) (Garrido Pertierra y Teijon Rivera, 2009).
Actina. Proteina globular que forma microfilamentos (Pratt y Cornely, 2012).

Ad libitum. Expresion proveniente del latin que significa “a placer” o “a voluntad”.

Aditivo alimentario. Sustancia que, tenga o no valor nutritivo, cuya adicion al producto con
fines tecnoldgicos en sus fases de produccién, elaboracién, preparacién, tratamiento,
envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento, resulte en un componente del producto
0 un elemento que afecte a sus caracteristicas (incluidos los organolépticos). Esta definicion
no incluye "contaminantes” o sustancias afiadidas al producto para mantener o mejorar las
cualidades nutricionales (DOF, 2016).

AMPK. Proteina quinasa activada por adenosin monofosfato (por sus siglas en inglés).

AMPc. Adenosin monofosfato ciclico (por sus siglas en inglés).

ANDEVA (ANOVA). Anélisis de varianza en espafiol. Por sus siglas en inglés Analysis of
variance. Técnica que permite calcular la probabilidad de encontrar medias muestrales
dispares entre si (Triola et al., 2018).

Aspartame. Formado por la unién de dos aminoéacidos, es de 200 veces mas dulce que la
sacarosa y no tiene resabio amargo (Sinénimo: aspartamo) (Badui-Dergal, 2006).

Asumir. Verbo transitivo. Hacerse cargo, responsabilizarse de algo, aceptarlo. Adquirir, tomar
una forma mayor. No confundir con el verbo suponer (ver definicion), ya que aunque en inglés
el verbo to assume significa ambas cosas, en espafiol los verbos suponer y asumir NO son
sinGnimos.

ATP citrato liasa. Enzima que separa el citrato en oxalacetato y acetil coenzima A en el
citosol (Pratt y Cornely, 2012).

Azul de Coomasie. Colorante derivado del trifenilmetano que cuenta con la capacidad de

unirse a las proteinas.
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Azida de sodio 0.006%. Reactivo que sirve para inhibir el crecimiento de bacterias u hongos.
b. Ordenada al origen (Ecuacion 4.1).

Blotto. La solucion Blotto es una mezcla de leche descremada con TBS (ver definicion) y
TWEEN 20 (ver definicion).

Carbohidrato. Anglicismo, ver hidratos de carbono.

ChREBP. Por sus siglas en inglés Carbohydrate responsive elemente binding protein.
Proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos de la familia bHLH-Lz, siendo una
proteina larga de 95 kDa y 864 aminoacidos, conteniendo varios dominios incluyendo una
sefial de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y varios sitios de fosforilacion
para la proteina quinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico y proteina quinasa
activada por adenosin monofosfato (AMPc y AMPK, en inglés) [Lépez-Oliva y Martinez,
2014; Uyeda et al., 2002].

Codex Alimentarius. Coleccion de normas alimentarias y textos afines aceptados
internacionalmente y presentados de modo uniforme con el objetivo de proteger la salud del
consumidor y asegurar la aplicacion de practicas equitativas en el comercio de alimentos.
CONADESUCA. Comité Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Cafia de Azucar,
México.

DEM. Desviacion estandar de la media de datos.

Deoxicolato de sodio 0.5%. Reactivo que sirve para lisis de la membrana en la célula.

DHAP. Dihidroxiacetona fosfato (por sus siglas en inglés).

Dodecilsulfato de sodio, DSS. Detergente anidnico que sirve para cargar negativamente las
proteinas en la muestra y, generalmente, se encuentra con sus siglas en inglés, SDS.

Diabetes mellitus. Enfermedad metabdlica producida por una secrecién deficiente de insulina,

lo que produce un exceso de glucosa en la sangre. (https://dle.rae.es/diabetes#NVwWijil)

x @ Folecee % | W Covkererce de provas mabitns. %.| 4
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Generalmente se caracteriza por una insuficiente accion de la insulina endogena, lo que suele
provocar hiperglucemia. Se distinguen por lo menos dos enfermedades que parecen tener una
naturaleza diferente: La diabetes tipo 1 (DM1) y la diabetes tipo 2 (DM2), también se habla de
una diabetes gestacional que corresponde a una hiperglicemia detectada durante el embarazo.*
Edulcorantes. Compuestos quimicos que provocan la sensacion de dulzor y desempefian una
funcion importante hacia la aceptacion o rechazo de los alimentos (Badui-Dergal, 2006).
Electroforesis tipo PAGE-SDS. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE por sus siglas
en inglés) a la cual se le adiciona dodecil sulfato de sodio (SDS por sus siglas en inglés) en
todos sus componentes para ser cargado negativamente.

Enfermedades cardiovasculares. Son un conjunto de trastornos del corazén y de los vasos
sanguineos, tales como hipertension arterial, cardiopatia coronaria, entre otras.

ENSANUT. Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, México.

Enzima. Proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las reacciones quimicas que
tienen lugar en los tejidos vivos, disminuyendo el nivel de la "energia de activacién™ propio de
la reaccion (https://www.ecured.cu/Enzimas).

Estudentizado. Término estadistico que se le da a los valores que miden a cuantas
desviaciones estandar se encuentra cada valor de la media muestral.

Factor de transcripcion 1 de unién a octamero-1. Proteina nuclear que se expresa en todas
las células eucariotas. Esta implicado en la regulacion transcripcional de la expresidn genética
relacionada con el ciclo celular y el desarrollo.

Factores LXR y TR-B. Reguladores trascripcionales basicos del factor de transcripcion
ChREBP en el higado.

Factores de transcripcion. Proteinas reguladoras necesarias para la transcripcion genética.
Familia bHLH-Lz. Familia de factores de transcripcion que se estructuran de dos hélices alfa
conectadas por un bucle.

Fructosa. Glucido reductor que se encuentra de manera natural en las frutas y en las verduras,
su concentracion en éstas varia segun su estado de madurez (Badui-Dergal, 2006).

Genes. Segmentos cortos del ADN.

1 En esta tesis se seguird la forma de escribir diabetes mellitus como aparece en el diccionario de la lengua espafiola aprobado por la Real
Academia Espafiola (RAE): https:/dle.rae.es/diabetes#DBi3H5j
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Glucido. Sustancia organica que constituye las reservas energéticas de las células animales y
vegetales.

Glucoquinasa. Enzima que regula la glucdlisis. Sus siglas en inglés son GK (Glucokinase).
Glucosa. Es el glicido méas abundante en la naturaleza. Se emplea comercialmente en la
elaboracion de gran nimero de alimentos y se obtiene de la hidrolisis controlada del almidén
(Badui-Dergal, 2006).

Hidratos de carbono. Compuestos formados por carbono, hidrogeno y oxigeno, presentan la
formula general Cy(H,0),, y tienen estructura de polihidroxialdehido o de polihidroxiacetona.
Ademas, todos los carbohidratos presentan grupos C=0, -OH (Badui-Dergal, 2006).
Hepatocitos. Células propias del tejido hepético.

Homocedasticidad. Implica que en un modelo del analisis de varianza (ANDEVA) de dos o
mas vias todas las distribuciones normales deben tener igualdad de varianzas (Moncho, 2015).
Todas las pruebas de homocedasticidad contrastan la hipdtesis nula de que la varianza de una
variable en X en los K grupos es la misma, de forma que si el valor de ¢ asociado al estadistico
de contraste es menor que el valor de a se rechazara la hipotesis nula al nivel de significancia
del o establecido (Mongay-Fernandez, 2005).

Iindice de masa corporal (IMC). Es un indice utilizado frecuentemente para clasificar el
exceso de masa corporal y la obesidad en adultos. Se obtiene al dividir la masa corporal en
kilogramos entre el cuadrado de la talla en metros (kg/m?). La férmula para su obtencién es la
siguiente:

masa en kg
IMC =

(estatura en metros)?

(https://en.wikipedia.org/wiki/Body_mass_index)

Ingesta diaria admisible (IDA). Corresponde a la cantidad de una sustancia que pueda ser
ingerida diariamente por un individuo durante toda su vida, sin que le produzca un dafio a la
salud (Valle-Vega y Lucas-Florentino, 2000).

JECFA. (Joint Expert Committee on Food Additives) Comité cientifico internacional de
expertos en aditivos alimentarios, por sus siglas en inglés, administrado conjuntamente por la
Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAQO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
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K. Variable mateméatica que se usa para las pruebas de homocedasticidad. En estas
definiciones estadisticas representa a los grupos de edulcorantes.

L-piruvatoquinasa. Enzima que cataliza la segunda reaccion de la glucolisis. Sus siglas en
inglés son LPK (L-type piruvate kinase) (Garrido Pertierra 'y Teijon Rivera, 2009).

m. Pendiente (Ecuacion 4.1).

Masa. Magnitud fisica que expresa la cantidad de materia de un cuerpo, medida por su inercia
que determina la aceleracidn producida por una fuerza que actla sobre él y cuya unidad en el

sistema internacional es el kilogramo (kg) (https://dle.rae.es/masa).

Masa corporal. Cantidad de masa presente en un cuerpo.

B-mercaptoetanol. Reactivo que reduce los enlaces disulfuro en las proteinas de la muestra.
Normalizacion. Ajuste de un grupo de medidas usando un estandar.

NP-40. Reactivo cuyas siglas significan nonil-fenol-polietilenglicol éter al 1 % y que sirve
para la lisis de las membranas.

Obesidad. Es una enfermedad cronica que se define como una masa corporal
desproporcionada con respecto de la talla o altura con una acumulacién excesiva de tejido
adiposo que generalmente se acompafia de una inflamacién leve, crénica, sistémica
(Gonzéalez-Muniesa et al., 2017).

PAGE-SDS. Siglas en inglés para el gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio usado para
electroforesis y en cuya preparacion se requiere tener el gel separador al 10 %, que contiene
agua desionizada, solucion Tris 1.5M con un pH de 8.8, solucién de dodecilsulfato de sodio
(SDS) al 10 %, poliacrilamida 30 %, solucién de persulfato de amonio al 10 %, reactivo
TEMED ® (N, N, N', N'-tetrametiletilenoamida) y un gel concentrador al 4 %, que contiene
agua desionizada, solucion Tris 0.5M con un pH 6.8, solucién SDS al 10 %, poliacrilamida al
30 %, persulfato de amonio al 10 % y reactivo TEMED®.

Peso. Fuerza con la que la gravedad atrae un cuerpo a la Tierra. Se mide en Newtons (N). Es
incorrecto llamar a la masa usando la palabra peso. Ejemplo: masa molar o molecular y no
peso molar o molecular.

Poder edulcorante. Valor que se obtiene al comparar los edulcorantes por su capacidad de
causar dulzor en comparacion con la sacarosa.

PCR. Siglas en inglés para reaccion en cadena de la polimerasa, método usado para determinar
ChREBP (Mendoza-Pérez, 2017).
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PVDF. Siglas en inglés para polyvinylidene fluoride (fluoruro de polivinilideno).

Rata Wistar. Linea albina de la rata parda. Fue desarrollada en el Wistar Institute en 1906
para fines de investigacion biomeédica y se trata de la primera rata empleada como organismo
modelo (anteriormente se trabajaba con el raton).
(http://web.archive.org/web/20090802191743/http://www.amphilsoc.org/library/mendel/1998.
htm).

Resultante. Adjetivo. Que resulta 0 se produce a causa de otra. Usado también como

sustantivo. (https://dle.rae.es/resultante)

RIPA. Acronimo en inglés de solucion amortiguadora para ensayos de radio-inmuno-
precipitacion (radioimmunoprecipitation assay buffer).

Rojo de Ponceau. Colorante sintético de color rojo usado para la tincion reversible de
proteinas en la membrana de PVDF (ver definicidn).

Sacarina. Edulcorante hipocalorico, su grado de dulzor es de aproximadamente 300 veces
mas dulce que la sacarosa, con el inconveniente de un resabio amargo metalico, sobre todo en
altas concentraciones, comercialmente se encuentra en forma de sacarina de sodio o calcio
(Badui-Dergal, 2006).

Sacarosa. Glucido llamado cominmente azlcar o azlcar de cafia, estd integrada por una
molécula de glucosa cuyo carbono aldehidico se une al cetonico de la fructosa por medio de
un enlace alfa (Badui-Dergal, 2006).

Solucion amortiguadora Laemmli 2X BioRad ®. Sirve para dar una carga negativa a las
proteinas en la muestra asi como color y contiene solucién Tris-HCI 65.8 mM a un pH de 6.8,
glicerol 26.3 %, SDS 2.1 %, asi como 0.02 % de azul de bromofenol.

Soluciéon amortiguadora de lisis denominada RIPA. Soluciéon hecha de TBS, NP-40 al 1%,
deoxicolato de sodio al 0.5%, SDS 0.1%, azida de sodio al 0.006%.

Solucion Blotto: Solucion hecha de TBS1X, Tween 0.1 % y leche al 5 % que sirve para
bloquear la membrana PVDF (ver definicion) resultante de la electrotransferencia.

SREBP-1c. En inglés Sterol regulatory element- binding protein 1. Proteina de union al
elemento regulador de esteroles.

Sucralosa. Edulcorante hipocalérico que es aproximadamente 600 veces mas dulce que el

azucar. Se forma a partir de sacarosa mediante un proceso de modificacién quimica con cloro
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lo que lo hace supuestamente no metabolizable por el organismo por la presencia de atomos de
cloro, segun sus fabricantes.

Suponer. Verbo transitivo. Considerar una cosa verdadera o real a partir de ciertos indicios o
sefiales, sin tener certeza completa de ella (www.rae.es).

TBS. Solucidn de tris base y cloruro de sodio (NaCl) en agua destilada y pH neutro.

TEMED ®. Tetrametiletilendiamina por sus siglas en inglés, reactivo utilizado para catalizar
la reaccion de polimerizacion de la poliacrilamida.

TRIS base. Tris(hidroximetil)laminometano, es un compuesto organico con la férmula
(HOCH,)3sCNH,. Se usa en biologia molecular como un componente de las soluciones
amortiguadoras (buffer en inglés) especialmente en soluciones para acidos nucleicos debido a
su rango de pH (7-9). Hay TRIS base y TRIS HCI, los cuales se usan para amortiguar el pH de
las proteinas y estabilizarlas.

TWEEN 0.1 %. Nombre comercial de un tensoactivo, también llamado polisorbato 20 N.F. El

y
OT\/O}W/CHZ(CHZ)QCHS
|
0
z

polisorbato 20 o monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano, conocido comercialmente

como Tween 20, es un tensoactivo tipo polisorbato cuya estabilidad y supuesta ausencia de
toxicidad permiten que sea usado como detergente y emulsionante en numerosas aplicaciones
domésticas, cientificas, alimentarias, industriales y farmacoldgicas. Es un aditivo alimentario
aprobado por la Unidn Europea, para uso en alimentos e identificada como E 432.

UGA. Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM, México.
UNAM. Universidad Nacional Auténoma de México.

UNEXA. Unidad de Experimentacion Animal de la Facultad de Quimica de la UNAM,
México.

Western Blot. Procedimiento de inmunodeteccion de proteinas, en especial las que se
encuentran en una baja concentracion, que se fundamenta en la inmovilizacion de las proteinas

sobre una membrana de nitrocelulosa (Roca y Rodriguez, 2003).
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X. Variable matemética que se usa para las pruebas de homocedasticidad. En estas
definiciones estadisticas representa un valor en el grupo de edulcorantes.
X. Concentracion de proteina (Ecuaciones 4.1y 4.2).

Y. Absorbancia de la muestra a A=595nm (Ecuaciones 4.1 y 4.2)

Letras griegas

a. En estadistica se le conoce como error de tipo |, su valor esta dado por tablas.

o. Desviacion estandar.

Nota:

Esta tesis usa el punto decimal (DOF, 2009)
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RESUMEN

En México existen dos grandes problemas de salud publica dado el estilo de vida y la dieta
alta en hidratos de carbono o carbohidratos, grasas, sal, asi como de sustancias quimicas
conocidas como aditivos alimentarios, llevada por los mexicanos en el tltimo medio siglo: la
obesidad y la diabetes mellitus, lo cual ha llevado de manera simplista, a partir de finales del
primer decenio de este siglo a culpar al azucar y a las grasas saturadas y a permitir el ingreso
en la dieta de los mas conocidos aditivos alimentarios, los edulcorantes hipocaloricos, lo cual
ha propiciado la disminucion del consumo de azucar. Por lo anterior es importante el evaluar
si estos edulcorantes presentan un efecto benéfico o dafiino sobre el metabolismo humano. En
este estudio se evaluo la expresion relativa de la proteina de union al elemento de respuesta a
los carbohidratos, conocida como ChREBP por sus siglas en inglés, por medio de la
metodologia de Western Blot, en siete edulcorantes caldricos o nutritivos e hipocal6ricos o no
nutritivos:  Fructosa, glucosa, sacarosa, una mezcla de acesulfame de potasio,
aspartame:acesulfame, sacarina y sucralosa usando como controles a un grupo basal y a un
grupo denominado control, los cuales, Unicamente bebieron agua potable. Para ello, se conto
con noventa ratas de la estirpe Wistar de las cuales 45 eran machos y 45 hembras, cada grupo
de edulcorante y los grupos controles contaron con cinco especimenes de cada género. El
grupo basal fue el Unico grupo al que se le realiz6 una eutanasia humanitaria pasados los 3
dias del destete para conocer justamente su valor inicial sin ingerir ningun edulcorante.
Transcurridos los 170 dias de experimentacion se procedié la segunda eutanasia humanitaria
en donde se recolectaron los higados para contar con un total de higados de noventa ratas. Una
vez obtenidos los higados se procedid a la extraccion de hepatocitos por medio de una ruptura
mecanica, los extractos se cuantificaron por medio del método de Bradford mediante una
curva estandar de globulina leida en un espectrofotometro UV-Vis. Con la finalidad de obtener
la expresion de la densidad optica relativa de la proteina ChREBP, se aplico la técnica de
Western Blot en donde, en esta etapa de la investigacion se observd que el edulcorante con
mayor expresion de densidad éptica relativa fue el grupo que ingiridé sacarina para ambos
géneros. Otro de los edulcorantes caldricos con mayor expresion de densidad Optica relativa
fue el Grupo Fructosa. En relacion con el edulcorante con menor expresion de densidad Optica
relativa difiri6 para ambos géneros, para las hembras el Grupo Mezcla
Aspartame:Acesulfame, mientras que para los machos fue el Grupo Sacarosa, lo cual hace
pensar que el género es un factor que influye en la expresion de ChREBP o por lo menos para
ciertos edulcorantes. Se procedid con un andlisis estadistico por medio de una prueba de
analisis de varianza (ANDEVA), en el cual no se aprecid ninguna diferencia significativa entre
los grupos de edulcorantes estudiados pero si una diferencia significativa entre ambos géneros
de las ratas de la estirpe Wistar.

Palabras clave: Consumo cronico de edulcorantes, fructosa, glucosa, sacarosa, acesulfame de
potasio, mezcla acesulfame:aspartame, sacarina, sucralosa, expresion de la proteina de union
al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), tejido hepatico, modelo animal Wistar,
machos, hembras, destete a 170 dias
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CAPITULO 1
PROBLEMATICA

1.1 Introduccion

En México, la industria azucarera es una de las mas importantes debido a su relevancia
econdmica y social en el campo, alcanzando en 2018 el sexto lugar en la produccién mundial
con 56,841,523.00 toneladas de azUcar de cafia y el primer lugar en cuanto a produccién
nacional en el mismo afio (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2018). No obstante, hoy en dia esta industria enfrenta cambios por una creciente
sustitucion y consolidacién (por volumen y precio) de otros edulcorantes como son las mieles
provenientes de los jarabes de maiz hidrolizados para dar las mieles fructosadas y los
edulcorantes hipocaléricos, que en recientes afios, han logrado penetrar en el consumo
industrial y de los hogares (CONADESUCA, 2017; Garcia-Chavez et al., 2019; Secretaria de
Economia, 2012).

A la par, existen dos problemas de salud publica que conducen a millones de mexicanos a
limitar el consumo de glucosa: La obesidad y la diabetes. En 2018 se llevo a cabo la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) y con los datos encontrados extrapolandolos a la
poblacién total de México. Los autores encontraron que el 10.3% de la poblacién nacional, 8.6
millones de personas, de veinte afios en adelante padecen diabetes mellitus teniendo el mayor
porcentaje de este padecimiento los estados de Campeche, Tamaulipas, Hidalgo, Ciudad de
México y Nuevo Ledn?. También se calcularon, usando el indice de masa corporal, IMC, para
los diferentes grupos de edad el porcentaje de poblacién con un exceso de masa corporal u
obesidad. Aqui es importante mencionar que hay autores que no estan de acuerdo con esta
manera de medir un pardmetro tan importante como el exceso de masa corporal. Nuttal (2015),

de hecho, recomienda que no se use por parte de las autoridades gubernamentales para realizar

2 Estos datos se basaron en un método de muestreo que se presenta en el Anexo F, por lo que deben ser
considerados de acuerdo con esas premisas (Romero-Martinez et al., 2019)
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politicas publicas, que es justamente lo que el gobierno mexicano ha estado haciendo desde
hace diez afios, al modificar la norma sobre etiquetado que en vez de mejorar la salud general
la empeord y, tristemente, la modificacion que se acaba de aprobar al inicio de las politicas de
sana distancia en marzo de 2020 probablemente tendra efectos desastrosos, ya que no ataca de
raiz a los aditivos alimentarios que, mezclados en los alimentos, sean muy probablemente los
que estén causando estos efectos dafiinos al metabolismo. Segun la encuesta, para el grupo de
0-4 afos un 8.2% tiene segun su IMC exceso de masa corporal y 22.2% tiene riesgo de
padecerla. Para el grupo de 5 a 11 afios el 18.1% de poblacidén presentd exceso de masa
corporal y un 17.5 % con obesidad, nuevamente usando el IMC. En el grupo de los 12 a 19
afios, el 23.8% de poblacion se presentd exceso de masa corporal y 14.6% de obesidad,
concentrandose la mayor cantidad de poblacion con estos datos en Veracruz para este grupo de
edad en especifico. Por ultimo , a nivel nacional en el grupo de 20 afios en adelante se
encontrd que el 39.1% padece exceso de masa corporal y el 36.1% de obesidad, nuevamente
con base en el IMC. En esta encuesta a un segmento especifico de la poblacion,
mayoritariamente los que recibieron el apoyo del programa gubernamental PROSPERA, los
autores también observaron el consumo de alimentos no recomendables en cualquier grupo de
edad, teniendo el mayor porcentaje el consumo de bebidas no-lacteas endulzadas, con un
porcentaje de consumo cotidiano promedio de 85.13%. Ademas, también se reflejo el aumento
en el consumo de alimentos procesados y la disminucion en el consumo de alimentos
recomendables (Instituto Nacional de Salud Publica, 2018; Romero-Martinez et al., 2019). La
asesora de esta tesis escribio recientemente un articulo de divulgacion donde sefiala la
problematica social de quinientos afios de clasismo reflejado en el deseo de consumir los
productos que supuestamente dan “status” (Duran-Dominguez-de-Bazla, 2020) siendo los

alimentos y bebidas no alcohdlicas procesadas, bienes que supuestamente lo dan.

Sin realizar estudios socio-econdémicos paralelos, muchos autores sefialan que el consumo de
los hidratos de carbono de harinas y otros productos, cuyo mondmero es la glucosa, estarian
relacionados con enfermedades como la obesidad, la diabetes mellitus y las enfermedades
cardiovasculares (Navarro, 2006; Flores et al., 2010; Rodriguez-Ramirez et al., 2011). Dan
como solucion el aumento en el consumo de edulcorantes hipocaloricos con respecto del
azucar en la poblacion (CONADESUCA, 2017; Garcia-Chavez et al., 2019). Dado que estos,
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en teoria, no son metabolizados por el cuerpo y, por consiguiente, no proveen las 4 kcal/g que
generan los carbohidratos como por ejemplo la glucosa (Badui-Dergal, 2006), siendo
sustancias que dan a las papilas gustativas la sensacion exacerbada de dulzura que da la
sacarosa, pero con un menor aporte energético, se agregan con la intencion a los alimentos y
bebidas no alcohdlicas procesadss para disminuir el aporte calérico aunque teniendo que
adicionar aditivos quimicos para conservarlos ya que esa era la funcion original del azucar

como el benzoato de sodio, el sorbato de sodio, etc. (Fragoso-Martinez, 2015).

La obesidad es, teéricamente, un desequilibrio entre la ingesta energética y el gasto energético,
ya que algunos corticosteroides hacen que la persona que los ingiere aumente su masa corporal
de manera desmedida y los médicos no saben todavia qué estd ocurriendo en el metabolismo.
Los siguientes autores dicen lo siguiente (Holland-Frei Cancer Medicine. 6th edition.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK13780/):

Efectos fisioldgicos y farmacoldgicos de los corticosteroides
Lorraine I. McKay, PhD y John A. Cidlowski, PhD.

Los corticosteroides son reguladores clave de la homeostasis de todo el cuerpo que brindan al
organismo la capacidad de resistir los cambios ambientales y la invasion de sustancias extrafias.
Los efectos de los corticosteroides estan muy extendidos e incluyen profundas alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos y la modulacion del equilibrio de electrolitos y
agua. Los corticosteroides afectan a todos los sistemas principales del cuerpo, incluidos los
sistemas cardiovascular, musculoesquelético, nervioso e inmunoldgico y desempefian funciones
fundamentales en el desarrollo fetal, incluida la maduracion del pulmén fetal. Debido a que
muchos sistemas son sensibles a los niveles de corticosteroides, se ejerce un control regulador
estricto sobre el sistema. Los efectos directos de los corticosteroides a veces son dificiles de
separar de su compleja relacion con otras hormonas, en parte debido a la accidn permisiva de los
niveles bajos de corticosteroides sobre la eficacia de otras hormonas, incluidas las catecolaminas
y el glucagdn. No obstante, los efectos de los corticosteroides se pueden clasificar en dos
categorias generales: glucocorticoide (metabolismo intermedio, inflamacion, inmunidad,
cicatrizacion de heridas, integridad miocérdica y muscular) y mineralocorticoide (metabolismo de
la sal, el agua y los minerales). ... , se debe enfatizar que los esteroides naturales poseen actividad
tanto glucocorticoide como mineralocorticoide hasta cierto punto. La relacion entre las dos
actividades varia desde todos los glucocorticoides y casi ninguna actividad mineralocorticoide
(cortisol) hasta todos los mineralocorticoides y casi nhinguna actividad glucocorticoide
(aldosterona).

Metabolismo intermedio

Los glucocorticoides estimulan la conversion de proteinas en carbohidratos a través de la
gluconeogénesis y promueven el almacenamiento de carbohidratos como glucégeno. El aumento
de nitrogeno urinario después de un aumento de glucocorticoides es el resultado de la
movilizacion de aminoacidos de las proteinas y su posterior descomposicion como fuente de
carbono durante la gluconeogénesis. Los animales adrenalectomizados pueden funcionar
normalmente siempre que haya alimentos disponibles (es decir, aminoacidos libres). Sin embargo,
tras la inanicién, estos animales no pueden movilizar los aminoacidos de las proteinas musculares
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0 séricas, lo que indica que el cortisol desempefia un papel en el proceso de movilizacién. ... El
aumento de la gluconeogénesis / glucogénesis hepatica se debe a los efectos directos de los
glucocorticoides sobre la expresion hepatica de genes que codifican las enzimas necesarias para
la biosintesis de glucosa y glucégeno. La exposicion prolongada a glucocorticoides conduce a un
estado similar al diabético debido al aumento de la glucosa plasmatica, mientras que las
concentraciones bajas de glucocorticoides producen hipoglucemia, disminucién de las reservas de
glucdgeno e hipersensibilidad a la insulina. Los glucocorticoides también disminuyen la captacion
facilitada de glucosa en los tejidos periféricos para proporcionar mas glucosa para la formacion
de glucogeno en el higado. Este efecto es particularmente frecuente en los leucocitos y puede ser
un factor importante que contribuya a la rapida elevacion de la glucosa en sangre después de la
administracion de esteroides. Los complejos mecanismos de los efectos periféricos de los
glucocorticoides adn no estan claros, pero la administracién cronica puede producir atrofia del
tejido linfatico y muscular, osteoporosis y adelgazamiento de la piel.

Hay dos efectos de los glucocorticoides sobre el metabolismo de los lipidos. Uno es la
redistribucion de la grasa corporal en el hipercorticismo; el otro es la facilitacion de los efectos
de los agentes lipoliticos. Grandes dosis de glucocorticoides conducen a la redistribucion de la
grasa hacia la parte superior del tronco y la cara, con una pérdida concomitante de grasa en las
extremidades. No se sabe el mecanismo de este efecto, aunque estas respuestas aparentemente
paraddjicas pueden resultar de diferencias en el ndmero de glucocorticoides receptores en
diferentes tipos de células grasas. Segun esta hipoétesis, las células con menos receptores se
salvarian de los efectos de los glucocorticoides sobre el transporte de glucosa. Por tanto, la
acumulacion de glucosa y triglicéridos se produciria en respuesta al aumento de los niveles de
insulina. Las células grasas que contienen niveles més altos de receptor (quizas en la periferia)
responderian al nivel alto de glucocorticoides disminuyendo la captacién de glucosa y no
acumularian triglicéridos. Alternativamente, las células de las extremidades pueden ser menos
sensibles a la insulina. La movilizacién de grasa de los depositos periféricos por la epinefrina y
otros lipoliticos se reduce gravemente en ausencia de glucocorticoides. El cortisol facilita la
respuesta de los adipocitos al aumento de cCAMP inducido por estos. agentes en lugar de crear un
aumento mayor en la cantidad de CAMP.

Y, si en la composicién de la dieta se tienen sustancias quimicas que han sido estudiadas de
manera individual pero no en las combinaciones en las que estan en estos alimentos y bebidas
no alcohdlicas procesadas, podrian tener efectos sinérgicos importantes sobre las rutas
metabolicas. Por ello, deben estudiarse cada aditivo uno por uno y luego las mezclas
adicionadas a estos productos procesados. Si en la dieta se incluye un exceso de carbohidratos
se estimula la lipogénesis y la glucdlisis y si la dieta es rica en lipidos, decrece su actividad.
En los mamiferos, el higado es el principal 6rgano responsable de la conversion del exceso de
carbohidratos en lipidos por medio del proceso metabolico Ilamado lipogénesis (Dentin et al.,
2005; Mijan de la Torre, 2004; Postic et al., 2007; Poupeau y Postic, 2011).

El aumento de la lipogenesis es el resultado de la activacion transcripcional de muchos genes
que codifican enzimas glucoliticas y lipogénicas, incluyendo la glucoquinasa (GK), L-
piruvatoquinasa (LPK) para la glucolisis y para la lipogénesis la ATP citrato liasa, Acetil CoA
carboxilasa (ACC) y la acido graso sintasa (FAS) con las siglas en paréntesis en inglés. Los
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genes que codifican para las enzimas implicadas en la conversion del exceso de la glucosa en

la dieta alta en grasa estan controlados por factores de transcripcion.

Dos factores de transcripcion criticos para la induccién de genes lipogénicos son la isoforma 1
de la proteina de union al elemento regulado por esteroles (SREBP-1c) y la proteina de union
al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) (Mijan de la Torre, 2004; Poupeau y
Postic, 2011). ChREBP es un factor que estimula la transcripcion de las enzimas
piruvatoquinasa (LPK), acetil carboxilasa (ACC) y acido graso sintasa (FAS) (Dentin et al.,
2005; Ishii et al., 2004), por lo que se volvié un objetivo potencial en cuanto a obesidad y a
diabetes se refiere. Se sabe, por ejemplo, que la fructosa estimula en mayor medida a este
factor de transcripcion que la glucosa (Moore et al., 2014). Adicionalmente, se sospecha que
posiblemente los edulcorantes artificiales también logren su estimulacion (Mendoza-Pérez,
2017).

Para estudiar el efecto de los edulcorantes nutritivos o caloricos y los no nutritivos o
hipocaldricos a nivel metabdlico, en esta tesis se estudié el efecto del consumo crénico de
ambos tipos de edulcorantes. El efecto se midi6 con la expresion de la proteina de unién al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), usando ratas de la estirpe Wistar
considerando los dos géneros, hembras y machos. Los edulcorantes fueron adicionados al agua
potable, simulando las bebidas endulzadas pero sin adicionar, colorantes artificiales,
saborizantes artificiales o conservadores quimicos como el benzoato de sodio, para evaluar

solamente el efecto de ellos suministrados durante 170 dias de experimentacion.

1.2 Justificacion

Los edulcorantes son sustancias muy utilizadas en la actualidad como sustitutos del azlcar
debido a que se les han atribuido “efectos benéficos” y, si bien, han sido establecidos los
efectos de toxicidad aguda de los edulcorantes hipocaldricos, ain hay dudas sobre cual es la
influencia en el consumo cronico de edulcorantes sobre la regulacion de rutas energéticas
como la lipogénesis y la glucdlisis (Mendoza-Pérez, 2017). Por otro lado, existen estudios que

parecen constatar la ineficacia de su uso e incluso muestran una determinada asociacion causal
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entre diversas patologias metabdlicas como son la obesidad y la diabetes mellitus debido a su
consumo (Cernuda-Martinez y Ferndndez Garcia, 2016; Feijo et al., 2013; Foletto et al., 2016;
Swithers et al., 2013).

A continuacion, se presenta la hipotesis de trabajo en el marco de los objetivos general y

particulares que se citan mas adelante.

1.3 Hipotesis de trabajo

La expresion relativa de ChREBP en los extractos hepaticos dependera del tipo de edulcorante

ingerido y del género del espécimen bajo estudio.

1.4 Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo cronico de edulcorantes sobre la expresion del factor de

transcripcion ChREBP en tejido hepatico de modelos animales.

1.4.2. Objetivos particulares

a) Determinar la concentracion proteica de los extractos de hepatocitos de ratas macho y
hembra de la estirpe Wistar que ingirieron tres edulcorantes nutritivos o caldricos (sacarosa,
glucosa y fructosa), cuatro no nutritivos o hipocaldricos (acesulfame de K, mezcla de
aspartame:acesulfame, sacarina y sucralosa) y dos controles con agua potable sin aditivo, un
grupo basal y un grupo llamado control o blanco por medio de la metodologia de Bradford

sobre la expresion del factor de transcripcion ChREBP.

b) Evaluar si la expresion de la proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos
(ChREBP) en tejido hepatico depende del género de los especimenes.
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c) Establecer e implementar la técnica de Western Blot en los Laboratorios E-301-302-303 de
Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica Ambiental del Conjunto E de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

d) Conocer el papel de los edulcorantes en la homeostasis energética y como factor de riesgo
en la obesidad.
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CAPITULO 2
FUNDAMENTOS

2.1. Edulcorantes

La sensacién de dulzor en las personas puede ser provocada por un gran numero de
compuestos de estructuras quimicas muy diferentes las cuales desempefian una funcion muy
importante hacia la aceptacion o rechazo de los alimentos. La capacidad de una sustancia para
causar la sensacion de dulzura o poder edulcorante, se mide subjetivamente tomando como
base de comparacion la sacarosa, a la que se le da un valor arbitrario de 1 (Badui-Dergal,
2006).

Una manera de clasificarlos es conforme a su sensacion de dulzura en las papilas gustativas y
a su valor nutritivo resultando dos categorias: Edulcorantes nutritivos de poder edulcorante
semejante a la sacarosa y edulcorantes no nutritivos y de mayor poder edulcorante que la
sacarosa. Algunos ejemplos de estas sustancias son los edulcorantes que a continuacién se

mencionan y que seran estudiados en esta investigacion. Estan por orden alfabético.

2.1.1. Acesulfame de potasio

Es el derivado de potasio® de los 4cidos acetoacético y sulfamico con una estructura quimica
semejante a la sacarina (Figura 1). Tiene de 150 a 200 veces mas poder edulcorante que la
sacarosa. Es estable al calor, muy hidrosoluble, mantiene sus propiedades sensoriales en un
intervalo amplio de pH, no deja un resabio desagradable, a excepcion de altas concentraciones
y puede combinarse con otros edulcorantes. Se emplea en bebidas refrescantes, lacteos,
panificacion y dulces (Aldrete-Velasco et al., 2017; Badui-Dergal, 2006). El organismo
internacional conocido como JECFA estableci6 su ingesta diaria admisible en 15 mg/kg masa

corporal. Al ser hidrofilico y derivado de un acido organico se absorbe rapidamente en el

® En el diccionario de la lengua espafiola se aceptan las palabras potasico, sédico, aménico, calcico, las cuales
desde el punto de vista quimico no son correctas ya que no se han encontrado sales potasosas, sodosas, amoniosas
o0 calzosas por lo que en esta tesis NO se usaran estos términos (nota de la asesora)
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intestino delgado y, segun sus fabricantes e investigadores afines a ellos, no se metaboliza en
el cuerpo por lo que se excreta intacto por medio de la via renal dentro de las 24 horas

posteriores a su consumo (JECFA, 1981a; Magnuson et al., 2016).

Figura 1. Estructura quimica del acesulfame de potasio (Magnuson et al., 2016)

2.1.2. Aspartame

Este edulcorante no nutritivo o hipocaldrico esta constituido por los aminoacidos: acido
aspartico y fenilalanina en forma de un metil éster y se metaboliza como cualquier péptido
(Figura 2). Es estable a pH 3-5 y pierde su poder fuera de este intervalo. Da una sensacion de
dulzor 200 veces mayor que el azlcar y no resiste el calentamiento por la hidrolisis del enlace
éster metilico. No presenta resabio amargo. Su empleo se restringe a productos acidos que no
se someten a fuertes tratamientos térmicos, como las bebidas, refrescos y jugos. JECFA
establecio en 1981, una ingesta diaria admisible de 40mg/kg de masa corporal (Badui-Dergal,
2006).

COOCH,4

H,NCHCONHCHCH,

CH,COOH

Figura 2. Estructura quimica del aspartame (Badui-Dergal, 2006)

Después de ser ingerido, es rapidamente digerido en tres componentes fenilalanina, acido
aspartico y metanol (Magnuson et al., 2016). Si bien la concentracion de estos productos de
digestion es menor que la obtenida por otros componentes naturales de la dieta, se ha
especulado acerca de los potenciales dafios neuroldgicos y en otros sistemas por sus
metabolitos, como el metanol (Aldrete-Velasco et al., 2017) y por el contenido de fenilalanina
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el cual esta restringido para las personas fenilcetondricas debido a la carencia de la 4-mono-
oxigenasa, enzima relacionada con el metabolismo de este aminoécido en el higado. La
acumulacion de la fenilalanina o de sus derivados en la sangre provoca una mielizacién
deficiente del cerebro y, en consecuencia, un retraso mental. Sin embargo, la ocurrencia de
esta enfermedad en la poblacion es muy baja (Badui-Dergal, 2006). Existe una combinacion
de aspartame con acesulfame cuya composicion es de un 64-36%, respectivamente. Estas
mezclas se denominan en Europa con el codigo E-962. Su poder edulcorante con respecto del

de la sacarosa es de 350 (Garcia-Almeida et al., 2013).

2.1.3. Fructosa

La fructosa es el glacido reductor natural mas dulce que la sacarosa, que se encuentra en
algunas frutas y en algunas verduras, su concentracion en ellas varia segin su estado de
madurez (Badui-Dergal, 2006). También se conoce con el nombre de levulosa o azucar de la
fruta (Figura 3), aunque la que se consume viene de varias operaciones unitarias quimicas

aplicadas al maiz.

CH,OH
t=0
HoéH
HCOH
HCOH
CH,OH

Figura 3. Estructura quimica de la fructosa (Pratt y Cornely, 2012)

En muchas comidas preparadas es un componente de los siropes de maiz llamados justamente
altos en fructosa que no son naturales sino un producto quimico y/o bioquimico de la hidrolisis
de almidones para obtener glucosa y ésta, a su vez, es transformada en fructosa. Ha servido
para emplear los enormes excedentes de maiz producidos en los Estados Unidos y que, al estar
subsidiados gubernamentalmente, sus precios estan muy por debajo de cualquier otro
edulcorante natural, lo que ha provocado desde hace mas de 30 afios su empleo para endulzar

refrescos®, postres y mermeladas (Thompson et al., 2008). En México, son adicionados

* Nombre dado en el centro y sur de México a las bebidas industrializadas no alcohélicas
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ademés a productos de panificacion, galleteria y muchos otros alimentos procesados
incluyendo l4cteos y carnicos. A estas mieles de fructosa-glucosa se les conoce como jarabes
de alta fructosa o mieles fructosadas de maiz, aunque los fabricantes de alimentos y bebidas no
alcohdlicas que los adicionan usan el subterfugio de llamarlos azucares en sus etiquetas con la
complacencia de las organizaciones nacionales como la Procuraduria Federal del Consumidor,
PROFECO, la COFEPRIS y la Secretaria de Salud, las tres de México e internacionales como
el Codex Alimentarius y la Organizacion Mundial de la Salud y creando los errores de los
periodistas, las propias autoridades gubernamentales y, tristemente, los consumidores, quienes
creen que las bebidas “azucaradas” tienen aziicar cuando en realidad contienen estos jarabes

sintéticos elaborados a partir de maiz estadounidense.

La fructosa entra en la via glucolitica mediante dos caminos. La fructoquinasa de las células
hepaticas convierte la fructosa en fructosa 1-fosfato que luego es dividida en DHAP y
gliceraldehido. Luego el DHAP es convertid en gliceraldehido-3-fosfato por medio de la triosa
fosfato isomerasa. El gliceraldehido-3-fosfato es generado a partir del gliceraldehido y del
ATP mediante la quinasa de gliceraldehido. En los mdsculos y en el tejido adiposo, la fructosa
es fosforilada por la hexoquinasa para formar el intermediario glucolitico fructosa-6-fosfato.
Debido a que las hexoquinasas presentan una baja afinidad por la fructosa, esta reaccion tiene
una importancia menor a no ser que, el consumo de fructosa sea excepcionalmente elevado
(McKee y McKee, 2009). Por otra parte, es sabido que este monosacarido es transformado en
triacilglicéridos y que estos son acumulados en el organismo (Stanhope et al., 2013, 2015;
Stanhope y Havel, 2010).

2.1.4. Glucosa

Es el monosacarido mas abundante en la naturaleza (Figura 4). La D-glucosa, llamada también
dextrosa para diferenciarla de la fructosa o levulosa, se encuentra en cantidades importantes en
todo el mundo vivo, se encuentra en diferentes frutas, como la manzana, la fresa y la uva. Su
concentracion depende basicamente del grado de madurez del producto. La glucosa se emplea
comercialmente en la elaboracion de gran nimero de alimentos y se obtiene de la hidrdlisis
controlada del almidon (Badui-Dergal, 2006). Es el principal combustible de las células. En
los animales, la glucosa es la fuente de energia de las células cerebrales y las células que
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tienen pocas mitocondrias o que carecen de ellas, como los eritrocitos. Las células que tienen
un aporte limitado de oxigeno como las del globo ocular, utilizan también grandes cantidades
de glucosa para generar energia. Las fuentes alimentarias son el almidon de las plantas y los

disacaridos lactosa, maltosa y sacarosa (McKee y McKee, 2009).

H
- CH,OH HO
H
HO Srr-OH
H H

Figura 4. Estructura quimica de la glucosa (Pratt y Cornely, 2012)

La sintesis y la utilizacién de la glucosa son de gran importancia para el metabolismo de los
carbohidratos. En los vertebrados, la glucosa se transporta en la sangre por todo el cuerpo.
Cuando las reservas de energia celular son bajas, la glucosa se degrada por la via glucolitica.
Las moléculas de glucosa que no se requieren para producir energia inmediata se almacenan
en forma de glucégeno en el higado y en los masculos. Segin sean las necesidades
metabdlicas de la célula, la glucosa también puede utilizarse para sintetizar otros

monosacaridos, acidos grasos y determinados aminoacidos (McKee y McKee, 2009).

2.1.5. Sacarina
Se obtiene a partir de la o-toluensulfonamida o de los anhidridos ftalicos y antranilico, su
grado de dulzor es de aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa, con el

inconveniente de un resabio amargo metalico, sobre todo en altas concentraciones (Figura 5).

O

NH
SO,

Figura 5. Estructura quimica de la sacarina (Badui-Dergal, 2006)
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Comercialmente se encuentra tanto en la forma de sal de sodio o de calcio o potasio, muy
solubles en agua (600 g/L), estables a valores de pH entre 2 y 9 y a tratamientos térmicos
moderados (Badui-Dergal, 2006). Con una ingesta diaria admisible de 2.5 mg/kg de masa
corporal, la sacarina se une reversiblemente a las proteinas plasmaticas y es distribuida a

través de la sangre a los érganos del cuerpo (JECFA, 1981b; Cavagnari, 2019).

A pesar de que el hombre la elimina en la orina y heces, existe controversia sobre su inocuidad
(Badui-Dergal, 2006). En el decenio de 1970 se le vinculé con la aparicion de cancer.
Posteriormente, sus fabricantes demostraron que el resultado no era relevante para los seres
humanos. De manera reciente, estudios de modificacion de la microbiota intestinal sugirieron
que en dosis relativamente altas, podrian producir alteraciones en la tolerancia a la glucosa
(Aldrete-Velasco et al., 2017).

2.1.6. Sacarosa
Este glucido llamado comunmente azlcar de cafia o de remolacha estd integrado por una
molécula de glucosa (verde) cuyo carbono aldehidico se une al cetonico de la fructosa (rosa)

por medio de un enlace alfa (Figura 6).

CH,OH
| ¢ CH.,.OH

H 0

V" Ny

O, N
| |

OH

CH,OH

H OH OH H
Enlace alfa

Figura 6. Estructura quimica de la sacarosa o azUcar de cafia (Thompson et al., 2008)

Al contener fructosa, es mas dulce que la lactosa o la maltosa. Abunda de manera natural en
casi todas las frutas. Algunas raices como la remolacha, ciertos granos, leguminosas como los
chicharos, la miel, el sirope de arce y algunas verduras deben su sabor dulce a la sacarosa. El
azlcar de mesa, el azucar moreno, el azucar glas y otros muchos productos son obtenidos

refinando la sacarosa encontrada en la cafia de azlcar y en la remolacha (Badui-Dergal, 2006;
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Thompson, et al., 2008). La sacarosa se dirigiere en el intestino delgado por medio de la
enzima sacarasa, la cual proporciona una molécula de fructosa y otra de glucosa (McKee y
McKee, 2009), donde son absorbidas y siguen los respectivos caminos metabdlicos ya

sefialados para ambos glucidos arriba.

2.1.7. Sucralosa

Es un derivado clorado que se sintetiza a partir de la sacarosa, dando la sensacion de dulzor de
400 a 600 veces mas que la que da el azUcar de cafa. Es soluble en agua y estable en un rango
de pH entre 3y 7 y al calor (Figura 7). Su sabor dulce es semejante al de la sacarosa con la
ventaja que no deja resabio en el paladar (Aldrete-Velasco et al., 2017; Badui-Dergal, 2006).
En 1991 se establecio la ingesta diaria admisible de 15 mg/kg de masa corporal por el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, por sus siglas en inglés). El
cambio de tres grupos hidroxilos resulta en el cambio conformacional de la molécula por lo
que las enzimas encargadas de hidrolizar la sacarosa y otros carbohidratos no pueden
hidrolizar la molécula de sucralosa, por lo tanto al no ser digeridos en monosacaridos o
metabolizados para la obtencién de energia en el cuerpo se cree que no aportan calorias y no

afectan los niveles de glucosa en la sangre (Magnuson et al., 2016).

CH,OH
H O
cl
OH
H
OH |

Figura 7. Estructura quimica de la sucralosa (Badui-Dergal, 2006)

Segun sus fabricantes, su absorcion, metabolismo y distribucion se han estudiado en diversas
especies modelo, entre ellas el ratdn, rata, perro, conejo y humano encontrandose que estas son
similares entre las mismas especies con bajos niveles de absorcion y poco o0 ningun
metabolismo reportado. Supuestamente es excretada sin ningun cambio en las heces
(Magnuson et al., 2016). Sin embargo, otros autores consideran que dafia al organismo (Gupta
et al., 2014; Soffritti et al., 2016) e incluso a la microbiota intestinal (Suez et al., 2014).
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2.2. Rutas metabolicas

En los mamiferos, el higado es el 6rgano crucial para mantener la homeostasis energética
general y la conversion de carbohidratos a lipidos. Cuando la glucosa es liberada en grandes
cantidades y las concentraciones de glucdgeno son estables, es convertida en el higado en
lipidos (Postic et al., 2007). Asi, un incremento en grasa, resulta un desbalance entre las
calorias ingeridas y la energia consumida, conduciendo a la obesidad, ocasionada por una baja
actividad metabdlica y un sobreconsumo de acidos grasos, por lo que la actividad de las vias
metabolicas dependeré de las condiciones nutrimentales. Una dieta rica en glucosa, fructosa o
sacarosa estimula las rutas metabdlicas de la lipogénesis y de la glucdlisis, mientas que una
dieta rica en lipidos disminuye su actividad (Gonzalez-Muniesa et al., 2017; Postic et al.,
2007).

2.2.1. Glucdlisis

La glucolisis, también llamada via de Embden-Meyerhof-Parnas, parece ser una via
metabdlica antigua dado a que no requiere oxigeno, esto podria indicar su aparicién antes de la
fotosintesis (Pratt y Cornely, 2012). Es un conjunto de reacciones de 10 pasos catalizadas
enzimaticamente, que ocurren en todas las células por las cuales la glucosa proporcionada
exodgenamente o sintetizada endégenamente es degradada para la obtencion de energia dando
dos moléculas de piruvato, obteniendo asi dos moléculas de ATP y dos de NADH como se
aprecia en la Ecuacién 2.1 (Lehninger et al., 1993; McKee y McKee, 2009; Muller-Esterl,
2011; Pratt y Cornely., 2012).

Glucosa~ 2 NAD++ 2 ADP+2 P, — 2 piruvato + 2 NADH + 2ATP  Ecuacion 2.1

La glucdlisis se divide en dos fases. En la primera fase la hexosa se fosforila y se escinde por
la mitad, en una fase preparatoria para que se lleve a cabo la segunda fase la cual requiere la
inversion de la energia libre en forma de dos moléculas de ATP. En la segunda fase, las
moléculas de tres carbonos se convierten en piruvato produciendo 4 moléculas de ATP,

obteniéndose asi una ganancia neta de 2 moléculas de ATP. El destino del piruvato que se
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obtiene de esta via metabolica depende del tipo de célula y de la necesidad energética. Uno de
esos destinos es el de ser degradado a acetil-CoA, una molécula importante para la sintesis de
acidos grasos que son precursores de triacilgliceroles y muchos lipidos de membrana (Pratt y
Cornely, 2012).

2.2.2. Lipogénesis

Los &cidos grasos son una fuente de energia importante y eficaz para muchas células. En los
animales, la mayoria de los &cidos grasos se obtienen de la alimentacién. Dependiendo de las
necesidades metabdlicas de un animal en un momento determinado, los acidos grasos pueden
convertirse en triacilgliceroles, degradarse para generar energia o utilizarse para la sintesis de
membranas. Por ejemplo, tras la ingesta de alimentos, se libera insulina en respuesta a la
elevada concentracion sanguinea de glucosa. La insulina estimula el almacenamiento de
triacilgliceroles al desactivar la lipasa sensible a hormonas y, también, al favorecer la sintesis
de triacilgliceroles en células adiposas y musculares por medio de la lipogénesis (McKee y
McKee, 2009). La lipogénesis comprende los procesos de sintesis de acidos grasos y de
triglicéridos a partir de acetil coenzima A, llevandose a cabo principalmente en el higado y en
el tejido adiposo (Mijan de la Torre, 2004). La sintesis de acidos grasos comienza con la
carboxilacion de acetil-CoA en el citosol consumiéndose ATP. Esta sintesis es realizada por la
acetil-CoA carboxilasa. Primero el CO, es “activado” por su union a un grupo prostético
biotina en una reaccion que convierte ATP en ADP + Pi. A continuacion, el grupo prostético
carboxi-biotina transfiere el grupo carboxilato a acetil-CoA para formar malonil-CoA vy
regenerar la enzima. La malonil-CoA es el donador de las unidades acetilo que se usan para
generar un acido graso (Pratt y Cornely, 2012). La tasa de sintesis es controlada por la acetil-
CoA carboxilasa. Esta enzima es inhibida por un producto de la via y activada alostéricamente

por el grupo citrato (Pratt y Cornely, 2012).

2.3. Proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP)

En el higado las enzimas encargadas de las vias metabdlicas anteriores, como la acido graso
sintasa (FAS, por sus siglas en inglés) y la piruvato quinasa (LPK, por sus siglas en inglés),
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son controladas por factores de transcripcion. Uno de estos factores es la proteina de union al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP, por sus siglas en inglés) (Mijan de la Torre,
2004).

La ChREBP es un factor de transcripcion de la familia bHLH-Lz, siendo una proteina larga de
95 kDa y 864 aminoacidos, contiene varios dominios incluyendo una sefial de localizacion
nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y, varios sitios de fosforilacion para la proteina quinasa
dependiente de AMPc y AMPK. Su estructura es muy conservada entre las especies, con una
homologia de secuencia del 82% entre el hombre, la rata y el raton (Uyeda et al., 2002; Uyeda
y Repa, 2006; Lopez-Oliva y Martinez, 2014).

La ChREBP induce la expresién del gen que codifica a la enzima piruvato quinasa en
respuesta a las altas concentraciones de glucosa en el organismo, asi como también la
expresion del gen de la enzima &cido graso sintasa (FAS) importante en la lipogénesis (Postic
et al., 2007). En los hepatocitos, la actividad de ChREBP esta regulada de forma aguda por
una serie de reacciones de fosforilacion/desfosforilacion. Por eso, a bajas concentraciones de
glucosa, la ChREBP existe en un estado inactivo, fosforilado en el citosol. Existen dos sitios
principales de fosforilacion de la proteina quinasa A (PKA, en inglés), el primero ubicado
cerca de la sefial de localizacidn nuclear en Ser196, y el segundo, cerca del sitio de unién al
ADN en Thr666. La desfosforilacion de Ser196, permite la entrada de la ChREBP en el
nacleo, mientras que la desfosforilacién de Thr666 permite la union del ADN. La proteina
quinasa activada por una molécula de adenosin monofosfato (AMP, en inglés) también regula
la ChREBP mediante la fosforilacion de Ser568, una modificacion que disminuye su
capacidad de union al ADN (Uyeda et al., 2002; daSilva et al., 2006).

2.4. Western Blot

Es un procedimiento de inmunodeteccion de proteinas, en especial de las que se encuentran en
una baja concentracion. Se fundamenta en la inmovilizacion de las proteinas sobre una
membrana de nitrocelulosa, con una previa separacion por electroforesis tipo SDS-PAGE. Una

vez inmovilizadas las proteinas, se produce un proceso inmunolégico con dos anticuerpos: un
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anticuerpo primario especifico de la proteina que quiere estudiarse y un anticuerpo secundario
comercial contra las inmunoglobulinas de la especie en la que se ha obtenido el anticuerpo
primario. El anticuerpo secundario se encuentra conjugado con una enzima utilizando el

sustrato adecuado, el cual provoca la emision de luz (Roca et al., 2003).

A continuacion se resumen los pasos para llevar a cabo el método de Western Blot, los cuales
son electroforesis, electrotransferencia, la unién a los anticuerpos y la quimioluminiscencia.
Para la electroforesis se instala un aparato vertical con amortiguamiento catodico (-) en una
camara superior y amortiguamiento anddico (+) en una cdmara inferior. Las moléculas en los
pozos de muestra migran hacia el &nodo (+) en un campo eléctrico. Después de un tiempo
establecido, las moléculas habran migrado a posiciones basadas en su tamafio, forma y carga
(Figura 8) (Lee, 2007).

Muestra en pozo

* Gel concentrador

Direccion
de b,
migracién . Ty

__...-'ﬂ-‘--‘ T ™ Gel separador

Figura 8. Equipo de electroforesis montado y un ejemplo de su funcionamiento (Lee, 2007)

Después se lleva a cabo la electrotransferencia donde el gel se pone en contacto con la
membrana y las proteinas migran luego hacia el anodo cargado positivamente (+) en un campo
eléctrico. Es importante que la transferencia sea lo mas uniforme posible en toda el area del
sandwich de gel (Figura 9) unido a una membrana para garantizar que las proteinas grandes y
pequefias sean transferidas con una eficiencia similar (Lee, 2007). La técnica de Western Blot
implica la inmovilizacion de biomoléculas sobre una membrana via interacciones hidrofobicas
(Figura 10) (Lee, 2007). Y, debido a la union de anticuerpos, es esencial que los espacios que
no ocupen las proteinas del extracto proteico sean blogueados, o bien que estos sean ocupados

por una proteina conocida que no se una con los anticuerpos que se utilizaran a continuacion.
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Posterior al bloqueo, la proteina de interés se detecta por el uso de anticuerpos. El anticuerpo
primario, especifico para la proteina de interés, asi como el anticuerpo secundario, especifico

para el anticuerpo primario, seran los que generen una sefial que puede ser cuantificada por
quimioluminiscencia (Figura 11) (Lee, 2007).

— [ | ’
Citodo ‘ I-Ei J Anodo
__,LM B '—L-LLQ —4 —

J § s e

" Gel Membrana

Figura 10. Equipo BioRad® donde se realiza la electrotransferencia y un ejemplo de su funcionamiento (Lee,
2007)
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Figura 11. Principio de quimioluminiscencia en la técnica de Western Blot (Lee, 2007)
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2.5. Conceptos estadisticos empleados en el analisis de este estudio

2.5.1. Media

Las medidas de tendencia central proporcionan informacion sobre la posicion o localizacion
de los datos observados. Entre las medidas de este tipo se encuentran la media, la mediana o la
moda. La media se interpreta como el promedio de los datos y se construye de forma que

intervienen todos los datos observados en su calculo de la Ecuacion 2.2

X === Ecuacion 2.2

donde: “x; ” son las observaciones variables y “n” es el nimero total de observaciones. Esta
medida se sitta en el centro de gravedad de la distribucion, por lo que es una medida sensible
a observaciones atipicas o extremas. De este modo, un valor alejado del resto, situaria esta

medida en un valor poco representativo del conjunto de datos (Moncho, 2015).

2.5.2. Variacion y desviacion estdndar

Las medidas de tendencia central proporcionan informacion sobre la localizacion de los datos,
pero no sobre la dispersion o variabilidad con las que se sitlan en torno a estas. Es necesario,
por lo tanto, disponer de medidas que informen sobre la dispersion de los datos. La desviacion
tipica o estandar es la medida de dispersion mas utilizada por sus propiedades y porque
involucra a todos los datos en su construccion. La idea es obtener una medida de la distancia
de cada dato a la media. Cuanto mayor sea la media mas alejados estaran los datos de la media
y existira una mayor dispersion o variabilidad. La varianza como el promedio de las
distancias, al cuadrado, de cada dato a la media, se expresa en unidades al cuadrado de la
variable. Para conseguir una medida en las mismas unidades que la variable, se extrae la raiz
cuadrada, obteniéndose asi la desviacion estandar como se aprecia en la Ecuacion 2.3
(Moncho, 2015):
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donde: “S” es la desviacion estandar, “x;” son las observaciones variables, “X > es el promedio

de las observaciones y “n” es el nimero total de observaciones.

2.5.3. Pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk)

La prueba de Shapiro-Wilk es un procedimiento estadistico que evalia numéricamente la
evidencia de ciertos tipos de no normalidad en los datos, como en el caso de las gréaficas de
probabilidad normal. Se basa en medir el ajuste de los datos a una recta probabilistica normal.
Si el ajuste fuera perfecto los puntos formarian una recta de 45°. El estadistico de contraste se

expresa por medio de la Ecuacion 2.4 (Samuels et al., 2012).

E
s

h
1 .
W= E a;(Xipeizg) — X; Ecuacion 2.4
Y For At (n—j+1) j
Z_?Zl (x; — ) =

donde: “n” es el numero de datos, “x;” es el dato en orden ascendente de la muestra que ocupa
el lugar “j”, “u” es la media, “h” es “n/2” si “n” es par, 0 “(N-1)/2” si “n” es impar y “ajn” es

un valor tabulado.

Una vez calculado el estadistico “w”, se contrasta con un valor “w” critico para el nivel de
significacion elegido. Como este estadistico mide el ajuste a una recta y no la distancia a la
distribucion “Normal”. La hipdétesis nula es aceptada cuando el valor “w” es superior al valor

de contraste tabulado (Guisande Gonzalez et al., 2006).

2.5.4. Valores atipicos

Cuando se analizan datos, es importante identificar y considerar los valores atipicos porque
pueden afectar significativamente los valores de algunos datos estadisticos, como los
mencionados anteriormente. Un valor atipico es una observacion con un valor que no parece

corresponderse con el resto del grupo de datos (Murphy y Lau, 2008; Triola et al., 2018).
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2.5.4.1. Prueba de Dixon

Esta prueba utiliza relaciones de los espacios entre datos de diferentes modos segun la
cantidad de valores en el grupo de datos. Este valor se compara con un valor critico de una
tabla y el valor se declara valor atipico si supera ese valor critico. El valor critico depende del
tamafio de la muestra, “n”, asi como de un nivel de representatividad elegido, que es el riesgo
de rechazar una observacion valida. La tabla por lo general utiliza niveles de baja

representatividad tales como 1 0 5% (Murphy y Lau, 2008).

2.5.4.2. Prueba de Grubbs

Esta prueba fue publicada por Frank E. Grubbs en 1950 y se le conoce también como prueba
de valores “estudentizados” o prueba gaussiana. Es ampliamente utilizada debido a su
simplicidad, aunque por esto mismo tiene algunas limitaciones. Entre éstas se encuentra que
solamente permite determinar la probabilidad de muestras provenientes de una distribucion
normal (Vilalta, 2016). En ella se utiliza una estadistica de prueba, “t”, que es la diferencia
absoluta entre el valor atipico, “Xp”, y el promedio de la muestra “X” dividida por la

desviacion estandar de la muestra (Murphy y Lau, 2008).

2.5.4.3. Graficas de caja y bigotes

Las representaciones graficas proporcionan una imagen que permiten extraer conclusiones
rapidas sobre el comportamiento de la variable en estudio. Dependiendo del tipo de variable
sera mas oportuno utilizar un tipo de representacion u otro. El diagrama de cajas y bigotes es
un grafico propio para representar variables cuantitativas continuas, de razon o intervalo, las
cuales se especifican como las que toman valores infinitos no numerables (Moncho, 2015).
Algunas paqueterias o software estadistico proporcionan graficas modificadas que representan
valores extremos como puntos especiales a los que se les conoce como graficas de caja
modificada. Una grafica de caja modificada contiene los siguientes elementos: un simbolo
especial para identificar valores atipicos y la linea horizontal sélida la cual, solamente se
extiende hasta el valor de datos minimo que no es atipico y maximo que tampoco es atipico
(Triola et al., 2018).

45



2.5.5. Analisis de varianza (ANDEVA)

El andlisis de varianza, conocido como ANDEVA, es un método de prueba de igualdad de tres
0 méas medias poblacionales resultante de la extension natural de la prueba “t”, por medio del
analisis de las varianzas muestrales (Moncho, 2015; Triola et al., 2018). El analisis de
varianza de un factor se utiliza con datos clasificados con base en un tratamiento o factor, que
es una caracteristica que permite distinguir entre si a las distintas poblaciones (Triola et al.,
2018). Para aplicar correctamente el andlisis de varianza, ANDEVA, se debe suponer que las
observaciones son normales, independientes y con la misma varianza para cada grupo o bien

deben ser homocedasticas (Mongay-Fernandez, 2005).

2.5.6. Homocedasticidad

La homocedasticidad implica que la varianza de la variable dependiente debe ser constante, es
decir, para cualquier valor de la variable explicativa la varianza de la variable dependiente sera
la misma. La falta de homocedasticidad influye en la varianza de los estimadores, invalidando
las expresiones del contraste F del ANDEVA. Para la evaluacion analitica de esta existen
varias posibilidades como los contrastes de Gresjer, Brensh-Pagan Levene o White (Moncho,
2015). Todas las pruebas de homocedasticidad contrastan la hip6tesis nula de que la varianza
de una variable en X en los K grupos es la misma, de forma que si el valor de ¢ asociado al
estadistico de contraste es menor que el valor de a se rechazara la hipotesis nula al nivel de
significancia del a establecido (Mongay-Fernandez, 2005). La prueba de Levene es una
prueba que analiza la homogeneidad de las varianzas y es menos dependiente del supuesto de
“normalidad”. Para ello, se calcula para cada dato experimental la diferencia absoluta entre su
valor y la mediana de su grupo, llevandose a cabo un analisis de la varianza de un factor sobre
esas diferencias, lo cual proporciona un valor de F y su correspondiente valor de ¢ que
corresponden a los estadisticos de la prueba de Levene. En caso de que el experimento tenga
varias variables dependientes, la prueba se aplicara independientemente a cada una de ellas
(Mongay-Fernandez, 2005).
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Capitulo 3
Metodologia

En la Figura 12 se aprecia el diagrama de bloques general de la investigacion.

1) Obtencidn de las 90 muestras de
higado por medio de una eutanasia
humanitaria la cual se realizo
empleando CO, al 70 % de
acuerdo con la normativa vigente

1999)

2) Obtencion del extracto crudo de
hepatocitos mediante la ruptura
mecéanica del tejido hepatico por
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3) Cuantificacién de proteinas en
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empleando el método de

Bradford (Kruger, 2009)
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de Western blot: Elaboracién de
geles de poliacrilamida al 30%

electroforesis: 30 pg de proteina
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mezcla de la solucion Laemmli
adicionada con B-mercaptoetanol

>

>

6) Desnaturalizacion de la
muestra a 80 °C durante
cinco minutos

v

7) Realizacion de la electroforesis
de la muestra durante los
siguientes tiempos: 30 minutos a
75 V para concentrar las proteinas
y 120 minutos a 100 V para
separarlas

8) Realizacién de una
electrotransferencia de la proteina
en una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) durante 60
minutos a 120 V

9) Bloqueo inespecifico de la
membrana con solucién de leche
descremada con TBS y TWEEN
20 (solucidn Blotto)
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conejo
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12) Andlisis de resultados empleando el
paquete estadistico Statgraphics Centurion
XVI

Figura 12. Diagrama general del proceso de la investigacion
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3.1. Obtencion de las 90 muestras de higados

En este estudio, que abarco los primeros 170 dias del estudio global “Efecto del consumo de
edulcorantes sobre la actividad de las enzimas reguladoras de la glucdlisis y lipogénesis en
extractos de hepatocitos y sus implicaciones metabolicas sobre el exceso de masa corporal y la
obesidad”, se analizaron 90 extractos de hepatocitos de higados provenientes de 90 ratas
macho y hembra de la estirpe Wistar recién destetadas. De ellas, 70 consumieron la dieta
Teklad Global 21D vy los edulcorantes nutritivos o caloricos: glucosa, fructosa y sacarosa y los
no nutritivos o hipocaloricos: acesulfame de potasio, mezcla de aspartame:acesulfame,
sucralosa y sacarina, de manera ad libitum, siendo el criterio para su seleccion su empleo
habitual por la industria alimentaria en concentraciones similares a las encontradas en su
momento en las bebidas no alcohdlicas comerciales con un dulzor equivalente a una solucion
de sacarosa al 10%. Las 20 ratas macho y hembra restantes consumieron la dieta y agua
potable sin aditivos siendo el control del experimento. Fueron divididas en dos grupos de 10
especimenes cada uno (5 ratas macho y 5 hembras). Al primer grupo, denominado Grupo
Basal se le realiz6 la eutanasia humanitaria a los 3 dias de ser destetadas para analizar sus
higados. El segundo grupo, Grupo Control, permanecio con los otros 7 grupos durante los 170
dias considerados. Al término de este lapso se realiz6 una segunda eutanasia humanitaria
empleando CO; al 70 % de acuerdo con la normativa vigente NOM-062-Z00-1999 (DOF,
1999). Con la ayuda del M. en C. Gerardo Salas Garrido, especialista en el ramo de
histopatologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se disectaron
los 90 higados. Se pesaron y almacenaron lo méas rapidamente posible a -70°C mediante

ultracongelacion para su estudio posterior.

3.2. Obtencion de extractos crudos de hepatocitos (Mendoza-Pérez, 2017)

Los extractos crudos de hepatocitos se obtuvieron de la ruptura mecénica del tejido hepatico
por medio de un homogeneizador de proteinas en una solucion amortiguadora de lisis
denominada RIPA, la cual contiene TBS (solucién que lleva Tris base 50 mM, NaCl 150 mM y
debe tener un pH de 7.6), NP-40 (nonil-fenol-polietilenglicol éter al 1%), deoxicolato de sodio
0.5%, dodecilsulfato de sodio (SDS) y azida de sodio 0.006%.
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Para ello, se mezclaron 10 mL de la solucion amortiguadora RIPA, una pastilla de inhibidores
de proteasas “complete mini ®”, 100 uL de una soluciéon de NaF 100 mM y 200 uL de
Na3zVO,4 100 mM. Se tomaron 200 uL de la solucion anterior en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL y se afiadieron entre 100-300 mg de higado congelado de cada espécimen. El higado se
homogeneiz6 utilizando un homogeneizador de proteinas modelo PELLET PESTLE®, a una
temperatura de 4°C, agregandose 800 uL de la solucion preparada anteriormente (solucion
RIPA). Inmediatamente después se sometié a una agitacion en un equipo vortex modelo
Genie-2 a su maxima potencia (3200 rpm), para centrifugar el sobrenadante en una
microcentrifuga modelo 540 marca Eppendorf® a 14000 rpm (F: 1052 x g) durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se trasvasé a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y

se almaceno (a -20°C) para su uso posterior.

3.3. Cuantificacion de proteinas en extractos de hepatocitos por el méetodo
de Bradford

A los extractos crudos de hepatocitos se les cuantificaron la concentracion de proteinas
empleando el método de Bradford que se cita a continuacién (cabe mencionar que la seleccion
de este método, fue debido a la sensibilidad presentada ante las muestras de hepatocitos asi
como la de presentar la menor cantidad de interferencia con respecto de la solucion extractiva

de lisis).

Para ello, se construyo una curva estandar con globulina con las siguientes concentraciones
8.8x10%, 1.1x102, 1.32x107, 1.54x102 y 1.76x102 en pg/uL. A cada tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL se le afiadieron 200 pL del reactivo de Bradford (elaborado con 100 mg de Azul de
Coomassie disuelto en 50 mL de etanol y 100 mL de acido fosférico al 85% ajustado a 1 L de
agua), midiéndose la absorbancia de cada 400 pL de muestra de extracto en un
espectrofotometro a una A de 595 nm. Las concentraciones de proteina de los extractos de
hepatocitos de cada rata se obtuvieron mediante la interpolacion de sus absorbancias en la
curva estandar (Kruger, 2009).
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3.4. Determinacion de la prueba de Western blot

Una vez que se cuantifico el contenido de proteina de los extractos de hepatocitos se procedio
a realizar la técnica de Western blot, la cual, permite la transferencia de proteinas desde un gel
de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS, en inglés) a una membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVFD, en inglés). Los pasos de la técnica de Western Blot se presentan a
continuacion: 1) Elaboracion del gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (ver abajo),
2) Realizacién de la electroforesis de la muestra a diferentes tiempos como se describe abajo,
3) Realizacion de la electrotransferencia (ver abajo), 4) Blogueo inespecifico de la membrana
con solucién Blotto de leche descremada con TBS y Tween 20® (ver abajo), 5) Union al
ligando formado con un anticuerpo primario especifico para ChREBP (ver abajo), 6) Union de
un anticuerpo secundario especifico para conejo (ver abajo) y, finalmente, 7) Realizacién del
revelado de la membrana mediante una reaccién de quimioluminiscencia (Garcia-Segura et
al., 2007; Kurien y Scofield, 2006).

3.4.1. Elaboracion de gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

Para el gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS, en inglés) se elaboro6
un gel separador al 10%, con agua desionizada, solucion Tris 1.5M con un pH 8.8, solucion de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%, poliacrilamida 30%, solucién de persulfato de amonio
al 10%, reactivo TEMED ® (N, N, N', N'-tetrametiletilenoamida) y un gel concentrador al 4%,
que contiene agua desionizada, solucion Tris 0.5M con un pH 6.8, solucién SDS al 10%,
poliacrilamida al 30%, persulfato de amonio al 10% y reactivo TEMED®.

3.4.2. Realizacidn de electroforesis de los extractos de hepatocitos

Para realizar la electroforesis de los extractos de hepatocitos de los grupos de edulcorantes, en
cada pozo del gel de poliacrilamida se afiadieron los pL de muestra necesarios para aportar 30
Hg de proteina, junto con la solucion 19:1 de B-mercaptoetanol y la solucién amortiguadora
Laemmli 2X BioRad ®, la cual contiene solucién Tris-HCI 65.8mM a un pH de 6.8, glicerol
26.3%, SDS 2.1%, asi como 0.02% de Azul de bromofenol, en una proporcion 2:1 siendo
depositada en un tubo de microcentrifuga. La mezcla de la muestra con la solucién Laemmli

fue sometida a un proceso de desnaturalizacion en un horno marca Arsa durante 10 minutos a
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80°C. Una vez terminado este proceso se cargaron 21 pL. de cada preparacion en los pozos del
gel de poliacrilamida y se us6 un marcador de masa molecular llamado “Blueye Protein
Ladder” de la marca Sigma-Aldrich®. La electroforesis se realizO en una camara de
electroforesis BioRad® durante 30 minutos a un voltaje de 75 V para concentrar la proteina.
Posteriormente, la muestra fue corrida durante 120 minutos a 100 V para separar las proteinas
del extracto hepéatico empleandose una solucion amortiguadora de corrida la cual contiene
solucion Tris base 0.25 mM, glicina 1.93 mM y SDS 1% ajustada a un pH de 8.3. Para
determinar los puL de cada extracto que fueron afiadidos en cada pozo se aplicé la Ecuacion
3.1

. 1 .
L de extracto = 30ug de proteina en extracto (W) Ecuacion 3.1
il de extracto

Por ello, esta evaluacion se hace como un paso posterior al de haber determinado el contenido

de proteina por volumen de extracto.

3.4.3. Realizacidn de la electrotransferencia a la membrana de fluoruro de polivinilideno
La electrotransferencia a la membrana de fluoruro de polivinilideno (Immobilion®-P Transfer,
membranas de 0.45 pum) se realizdé en la camara de electrotransferencia marca BioRad®,
durante 60 minutos con un voltaje de 120 V. Para la transferencia se elabord una solucion
amortiguadora de transferencia llamada Schafer-Nielsen, la cual contiene: Tris base 60 mM,
glicina 40 mM, SDS 0.04% y metanol al 20%.

3.4.4. Bloqueo inespecifico de la membrana de fluoruro de polivinilideno
El bloqueo de la membrana se realizd con la solucion Blotto de la marca BioRad® al 5%. La
membrana fue sumergida durante una hora con una agitacion constante de 120 rpm a

temperatura ambiente en una incubadora orbital de la marca SEV.

3.4.5. Unioén de los anticuerpos primario y secundario
La unién del ligando (union de un anticuerpo especifico con una proteina) se realizé con el

anticuerpo comercial primario anti-actina de la marca Sigma-Aldrich® empleando una
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dilucion de 1:5000 y el anticuerpo comercial anti-ChREBP de la marca abcam® con nlmero
de catalogo ab92809 con una dilucion 1:1000. La membrana se incubd durante toda la noche a
4°C bajo agitacion constante a 120 rpm. Posteriormente, se realizaron tres lavados a
temperatura ambiente con una solucion de lavado (TBS 1X con Tween 20® al 0.1%) bajo
agitacion constante a 150 rpm. Como anticuerpo secundario se usé el anticuerpo anti-raton de
la marca Sigma-Aldrich® con una dilucién de 1:2500 para el anticuerpo primario anti-actina.
Se us0 también el anticuerpo anti-conejo de la marca Sigma-Aldrich® con nimero de catalogo
A0545-1ML con una dilucién de 1:2500 para el anticuerpo primario anti-ChREBP bajo una
incubacidn de 2 horas a temperatura ambiente con agitacion constante de 120 rpm. Al terminar
la incubacion se realizaron tres lavados a temperatura ambiente con una solucion de lavado
(TBS 1X con Tween 20® al 0.1% bajo agitacion constante a 150 rpm y se prosiguié con el

revelado de la membrana.

3.4.6. Revelado de las membranas mediante una reaccion de quimioluminiscencia

La deteccion de ChREBP se realizd en un equipo fotodocumentador de geles modelo
ChemiDoc XRS+ de la marca BioRad® teniendo como reactivo revelador luminol a 250mM,
peroxidasa al 30% y 90mM &cido p-cumarico, con un tiempo de revelado de 100 segundos.
Los andlisis cuantitativos y de normalizacion fueron realizados bajo el software de ImageJ ® e
Image Lab®.

3.5. Analisis estadistico de los datos obtenidos

Los datos obtenidos se analizaron empleando el programa Statgraphics Centurion XV1 donde
se realizo la prueba de Shapiro-Wilk, en este mismo se identificaron valores atipicos bajo las
pruebas de Grubbs, asi como las graficas de cajas y bigotes, para continuar con una prueba de
Levene para la homocedasticidad y un analisis de varianza (ANDEVA) entre los grupos de
edulcorantes asi como entre el género de las ratas para determinar la existencia de diferencias

significativas de la proteina ChREBP en alguno de ellos.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cuantificacion de proteinas empleando el método de Bradford

Para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford se realiz6 una curva patron con

v-globulina obteniendo los resultados observados en la Figura 13 y en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de absorbancia para la curva patrén con y-Globulina

Globulina Absorbancia 595 nm Media ABS | 9% coeficiente de
[no/uL] 1 2 3 595 nm variacion
0 0 0 0 0 -
0.0088 0.103 0.097 0.093 0.0977 5.153
0.011 0.138 0.14 0.14 0.1393 0.829
0.0132 0.159 0.163 0.157 0.1597 1.913
0.0154 0.172 0.179 0.166 0.1723 3.775
0.0176 0.218 0.194 0.198 0.2033 6.324

0.25

0.2 y =11.553x+0.0016
= R?=0.9911
§ 0.15
g 0.1
2
=2

0.05

0
o} 0.005 0.01 0.015 0.02

y Globulina (pg/uL)

Figura 13. Curva patron de y Globulina por el método de Bradford

Partiendo de la curva patrén de globulina se obtuvo el valor de R? el cual fue de 0.991, lo cual

se interpreta como adecuado y recomendado para esta técnica (Kruger, 2009).
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Posteriormente. se sustituyé el valor de la pendiente y la ordenada al origen obtenidos de la
curva patron en la ecuacion de la recta Ecuacion 4.1 para obtener la Ecuacion 4.2 la cual
sirvio para obtener la concentracion de proteina en las muestras por medio de una

interpolacion del valor de la absorbancia.

Y=mX+b Ecuacion (4.1)

donde:

Y= absorbancia de la muestra a A=595nm
m= pendiente

X= concentracion

b=ordenada al origen

Y=11.553X + 0.0016 Ecuacion (4.2)

Aplicando la Ecuacion 4.2, asi como la interpolacion de las absorbancias obtenidas por las
diluciones de las muestras en la curva patron (Figura 13), se multiplicé por el factor de
dilucion obtenido de manera experimental y, de esta forma, se calculé la concentracion del
extracto de hepatocitos expresado en g/L. A continuacién se muestra un ejemplo del calculo

de la concentracion de proteina aplicando la Ecuacion 4.3 y la Ecuacion 4.4:

Absorbancia—0.0016
11.553

Concentracidn = Ecuacion (4.3)

Y al aplicarse el factor de dilucion se obtuvo la Ecuacion 4.4:

de proteing L de dilucion de proteina -,
B x £ = Hg°=r Ecuacion (4.4)
pL de dilucion  plL de extracto plL de extracto

Ejemplo usando la muestra de la rata hembra codificada con el nimero 56 que ingirié

agua con sucralosa: Sucralosa H56:
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0.177 — 0.0016

Concentracion = = 0.0152
11.553
de proteina  10000ul de dilucion de proteina
0.0152 K9 ZEPTOTETE K = 1521102927
ul de dilucion 1 uL de extracto uL de extracto

A continuacién, de las Tablas 2 a la 10 se muestran, acomodadas por grupos, las

concentraciones de proteinas de todos los extractos hepéticos de las muestras.

Tabla 2. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Basal

Muestra Masa de Dilucién Absorbancia 595 nm Promedio CV [po/pL] [po/pL]
higado (g) 1 > 3 Curva Extracto
BM1 0.282 1:10000 0.141 0.148 0.144 0.144 2.433 0.012 123.547
BM2 0.237 1:10000 0.143 0.149 0.15 0.147 2.570 0.013 126.143
BM3 0.228 1:10000 0.085 0.095 0.086 0.089 6.212 0.008 75.363
BM4 0.304 1:10000 0.138 0.137 0.133 0.136 1.945 0.012 116.333
BM5 0.134 1:10000 0.107 0.112 0.113 0.111 2.905 0.009 94.405
BM6 0.151 1:10000 0.17 0.174 0.168 0.171 1.790 0.015 146.340
BM7 0.302 1:10000 0.185 0.19 0.196 0.190 2.894 0.016 163.363
BM8 0.310 1:10000 0.156 0.156 0.148 0.153 3.012 0.013 131.337
BM9 0.313 1:10000 0.157 0.15 0.151 0.153 2.480 0.013 130.760
BM10 0.170 1:10000 0.169 0.179 0.18 0.176 3.456 0.015 150.956
BH1 0.186 1:10000 0.163 0.163 0.164 0.163 0.353 0.014 139.992
BH2 0.139 1:10000 0.147 0.149 0.16 0.152 4.605 0.013 130.183
BH3 0.224 1:10000 0.17 0.171 0.177 0.173 2.193 0.015 148.071
BH4 0.264 1:10000 0.149 0.141 0.149 0.146 3.156 0.013 125.278
BH5 0.100 1:10000 0.153 0.155 0.156 0.155 0.988 0.013 132.491
BH6 0.124 1:10000 0.181 0.174 0.174 0.176 2.292 0.015 151.245
BH7 0.288 1:10000 0.122 0.117 0.114 0.118 3.435 0.010 100.465
BHS8 0.188 1:10000 0.142 0.156 0.143 0.147 5.313 0.013 125.855
BH9 0.274 1:10000 0.07 0.07 0.071 0.070 0.821 0.006 59.494
BH10 0.212 1:10000 0.142 0.145 0.141 0.143 1.459 0.012 122.104

Tabla 3. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Control

Muestra Masa de Dilucién Absorbancia 595 nm Promedio CcV [ma/pL] [na/pL]
higado (g) Curva Extracto

H41 0.2603 1:10000 | 0.175 0.177 0.168 0.173 2.726 0.015 148.648

H71 0.2458 1:20000 | 0.105 0.106 0.099 0.103 3.664 0.009 88.058

H57 0.2801 1:10000 | 0.145 0.136 0.144 0.142 3.482 0.012 121.238

H6 0.2554 1:10000 | 0.149 0.147 0.14 0.145 3.252 0.012 124.412
H22 0.2656 1:10000 | 0.114 0.123 0.135 0.124 8.496 0.011 105.947
M2 0.2522 1:10000 | 0.167 0.173 0.17 0.170 1.765 0.015 145.763

M55 0.3160 1:20000 | 0.101 0.101 0.112 0.105 6.068 0.009 89.212

M56 0.2685 1:10000 | 0.071 0.078 0.076 0.075 4.807 0.006 63.533

M8 0.2357 1:10000 | 0.068 0.07 0.067 0.068 2.235 0.006 57.763

M57 0.2881 1:10000 | 0.14 0.145 0.132 0.139 4.718 0.012 118.930
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Tabla 4. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Glucosa

Muestra Masa en Dilucién Absorbancia 595nm Promedio CV% [na/pL] [na/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H5 0.303 1:10000 | 0.131 0.137 0.127 0.132 3.823 0.011 112.583
H24 0.294 1:10000 | 0.165 0.165 0.158 0.163 2.484 0.014 139.415
H36 0.208 1:10000 | 0.08 0.087 0.096 0.088 9.149 0.007 74.497
H58 0.257 1:10000 | 0.134 0.134 0.137 0.135 1.283 0.012 115.468
H78 0.256 1:10000 | 0.092 0.098 0.097 0.096 3.360 0.008 81.422
M67 0.308 1:10000 | 0.195 0.191 0.199 0.195 2.051 0.017 167.402
M48 0.229 1:10000 | 0.159 0.168 0.169 0.165 3.331 0.014 141.724
M27 0.210 1:10000 | 0.087 0.089 0.094 0.090 4.006 0.008 76.517
M64 0.201 1:10000 | 0.108 0.119 0.119 0.115 5.507 0.010 98.445
M71 0.271 1:10000 | 0.106 0.11 0.097 0.104 6.382 0.009 88.924
Tabla 5. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Sacarosa
Muestra Masa en Dilucién Absorbancia 595nm Promedio CV% [mo/pL] [po/uL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H32 0.255 1:20000 | 0.119 0.12 0.128 0.122 4.032 0.010 104.504
H34 0.279 1:10000 | 0.181 0.189 0.178 0.183 3.113 0.016 156.727
H52 0.281 1:10000 | 0.134 0.143 0.143 0.140 3.712 0.012 119.796
H55 0.242 1:10000 | 0.14 0.146 0.136 0.141 3.578 0.012 120.373
H68 0.269 1:10000 | 0.136 0.136 0.143 0.138 2.922 0.012 118.353
M41 0.294 1:10000 | 0.196 0.198 0.201 0.198 1.269 0.017 170.288
M16 0.246 1:10000 | 0.166 0.161 0.176 0.168 4.555 0.014 143.743
M32 0.244 1:10000 | 0.148 0.15 0.151 0.150 1.021 0.013 128.163
M61 0.259 1:10000 | 0.123 0.124 0.116 0.121 3.602 0.010 103.350
M66 0.238 1:10000 | 0.099 0.092 0.087 0.093 6.505 0.008 78.825
Tabla 6. Resultados de la cuantificacién de proteinas en las muestras del Grupo Fructosa
Muestra Masa en Dilucién Absorbancia Promedio (eAY} [po/pL] [pa/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H73 0.233 1:10000 | 0.189 0.186 0.174 0.183 4.337 0.016 157.015
H28 0.223 1:10000 | 0.166 0.169 0.153 0.163 5.228 0.014 139.415
H31 0.262 1:10000 | 0.147 0.145 0.157 0.150 4.296 0.013 128.163
H70 0.234 1:10000 | 0.143 0.157 0.146 0.149 4.958 0.013 127.297
H18 0.240 1:10000 | 0.161 0.154 0.154 0.156 2.585 0.013 133.933
M17 0.250 1:20000 | 0.102 0.108 0.113 0.108 5.115 0.009 91.809
M38 0.262 1:10000 | 0.147 0.145 0.143 0.145 1.379 0.012 124.124
M42 0.278 1:10000 | 0.065 0.059 0.056 0.060 7.638 0.005 50.550
M13 0.288 1:10000 | 0.137 0.134 0.132 0.134 1.873 0.011 114.891
M28 0.266 1:10000 | 0.13 0.121 0.12 0.124 4.454 0.011 105.658
Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Sacarina
Muestra Masa en Dilucién Absorbancia Promedio CV [po/pL] [po/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H29 0.2504 1:10000 | 0.15 0.149 0.151 0.150 0.667 0.013 128.451
H45 0.2567 1:10000 | 0.146 0.147 0.142 0.145 1.825 0.012 124.124
H11 0.2312 1:10000 | 0.168 0.158 0.16 0.162 3.266 0.014 138.838
H33 0.2565 1:10000 | 0.138 0.136 0.135 0.136 1.120 0.012 116.622
H72 0.2975 1:10000 | 0.131 0.137 0.141 0.136 3.692 0.012 116.622
M60 0.2633 1:10000 | 0.112 0.107 0.103 0.107 4.201 0.009 91.520
M30 0.2199 1:10000 | 0.134 0.135 0.142 0.137 3.182 0.012 117.199
M18 0.2427 1:10000 | 0.162 0.163 0.159 0.161 1.290 0.014 138.261
M51 0.2121 1:10000 | 0.073 0.078 0.078 0.076 3.782 0.006 64.687
M80 0.3002 1:10000 | 0.146 0.141 0.144 0.144 1.752 0.012 122.970
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Tabla 8. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Mezcla aspartame:acesulfame

Muestra Masa en Dilucién Absorbancia Promedio CcvV [na/pL] [na/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H10 0.281 1:10000 0.176 0.176 0.181 0.178 1.625 0.015 152.399
H64 0.209 1:10000 0.089 0.089 0.089 0.089 0.000 0.008 75.651
H1 0.225 1:10000 0.154 0.147 0.141 0.147 4.416 0.013 126.143
H25 0.266 1:10000 0.113 0.118 0.108 0.113 4.425 0.010 96.425
H50 0.225 1:10000 0.115 0.116 0.127 0.119 5.580 0.010 101.907
M11 0.325 1:10000 0.186 0.186 0.185 0.186 0.311 0.016 159.324
M7 0.301 1:10000 0.144 0.141 0.141 0.142 1.220 0.012 121.527
M14 0.258 1:10000 0.14 0.139 0.137 0.139 1.102 0.012 118.642
M49 0.247 1:10000 0.186 0.176 0.181 0.181 2.762 0.016 155.284
M63 0.244 1:10000 0.2 0.201 0.201 0.201 0.288 0.017 172.307
Tabla 9. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Acesulfame de potasio
Muestra Masa en Dilucién Absorbancia Promedio CV [po/pL] [po/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H9 0.221 1:10000 | 0.184 0.185 0.189 0.186 1.422 0.016 159.612
H17 0.258 1:10000 | 0.137 0.137 0.14 0.138 1.255 0.012 118.065
H19 0.248 1:10000 | 0.134 0.127 0.124 0.128 3.999 0.011 109.697
H48 0.288 1:10000 | 0.108 0.102 0.111 0.107 4.283 0.009 91.232
H80 0.244 1:10000 | 0.132 0.136 0.141 0.136 3.308 0.012 116.622
M45 0.259 1:20000 | 0.141 0.148 0.138 0.142 3.605 0.012 121.815
M1 0.257 1:10000 | 0.135 0.131 0.12 0.129 6.037 0.011 109.986
M25 0.269 1:10000 | 0.142 0.149 0.151 0.147 3.208 0.013 126.143
M58 0.205 1:10000 | 0.155 0.161 0.166 0.161 3.428 0.014 137.684
M76 0.214 1:10000 | 0.141 0.138 0.137 0.139 1.501 0.012 118.642
Tabla 10. Resultados de la cuantificacion de proteinas en las muestras del Grupo Sucralosa
Muestra Masa en Dilucién Absorbancia Promedio CV [po/pL] [po/pL]
higado 1 2 3 Curva Extracto
H56 0.221 1:10000 | 0.175 0.177 0.18 0.177 1.419 0.015 152.111
H16 0.277 1:10000 | 0.138 0.143 0.145 0.142 2.539 0.012 121.527
H30 0.266 1:10000 | 0.145 0.144 0.133 0.141 4.733 0.012 120.373
H44 0.229 1:10000 | 0.03 0.03 0.035 0.032 9.116 0.003 26.025
H79 0.322 1:10000 | 0.174 0.167 0.164 0.168 3.048 0.014 144.320
M23 0.256 1:10000 | 0.087 0.086 0.08 0.084 4.489 0.007 71.612
M39 0.244 1:10000 | 0.167 0.157 0.157 0.160 3.601 0.014 137.396
M35 0.261 1:10000 | 0.116 0.122 0.123 0.120 3.146 0.010 102.773
M44 0.219 1:10000 | 0.139 0.133 0.134 0.135 2.375 0.012 115.756
M68 0.204 1:10000 | 0.108 0.095 0.096 0.100 7.258 0.008 84.884
4.2. Establecimiento de las condiciones Optimas para realizar

electroforesis

la

Posterior a la cuantificacién de proteinas y con la finalidad de determinar las condiciones

Optimas para realizar la electroforesis y la electrotransferencia para la proteina en estudio, se

empled como ejemplo la muestra de extracto perteneciente a la rata M33 del Grupo Sacarina,

con la ayuda de una electroforesis PAGE-SDS al 10% de poliacrilamida. Para ello se corrio un

gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio bajo dos condiciones diferentes las cuales se

57



muestran en la Tabla 11. En las Figuras 14 (condicion 1) y 15 (condicidén 2) se puede
apreciar que, en ambos casos, se logro una transferencia adecuada debido a que se observaron
nitidamente las bandas de proteina en la membrana (bandas rojas). No obstante, en la Figura
14 se observo que las condiciones para la corrida no fueron las 6ptimas debido a que, aunque
se logré una transferencia adecuada, la resolucién (separacion entre bandas) no fue la mejor
para el estudio de la expresion relativa de ChREBP. Lo anterior fue debido a que se tuvo un
frente de corrida de solamente de 3 cm y, mientras se tengan frentes de corrida mayores, se
obtendran mejores resoluciones. En contraste, en la Figura 15 se aprecié una transferencia
exitosa y una mejor resolucion con un frente de corrida de 4.5 cm. Por lo tanto, se selecciond

la condicion 2 (Tabla 11) para realizar la electroforesis de las muestras.

Tabla 11. Resultados de determinacion de las condiciones dptimas

Condicién 1 Condicién 2
Electroforesis Tiempo total de corrida 120 min 150 min
Tiempo de alineamiento de muestra 30 min 30 min
Voltaje de alineamiento de muestra 75V 75V
Tiempo de separacion de muestra 90 min 120 min
Voltaje de separacion de muestra 100 V 100 V
Electrotransferencia Tiempo total 60 min 60 min
Voltaje 100 V 100V

Figura 14. Tincién de membrana con Rojo de Figura 15. Tincién de membrana con Rojo de

Ponceau-S después de la electrotransferencia. En Ponceau-S después de la electrotransferencia.

ella es posible apreciar 5 carriles de la muestra Se aprecian 7 carriles, empezando por la

M33 del Grupo Sacarina izquierda, 6 son de la albumina sérica bovina
(BSA, por sus siglas en inglés) y la ultima es la
muestra M33 del Grupo Sacarina
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4.3. Electroforesis de los extractos de hepatocitos

Como se mencion6 en la metodologia, para realizar la electroforesis de los extractos de
hepatocitos de los grupos de edulcorantes, en cada pozo del gel de poliacrilamida se afiadieron
los pL de muestra necesarios para aportar 30 pg de proteina. Para determinar los pL de cada

extracto que fueron afadidos en cada pozo se aplicé la Ecuacion 3.1 (metodologia):

. 1 .,
pL de extracto = 30ug de proteina en extracto (mm—mﬁ) Ecuacion 3.1
il de extracto

El ejemplo para calcular este volumen se hizo usando la muestra de la rata hembra H56

del Grupo Sucralosa:

1

152.110 ug de proteina
il de extracto

=0.197 uL de extracto

30ug de proteina en extracto

4.4. Expresion relativa de ChREBP

Con la finalidad de establecer la expresion relativa de ChREBP en las distintas muestras de
extractos hepaticos de los grupos de edulcorantes, se procedié a realizar la union del
anticuerpo primario anti-actina y anti-ChREBP. Para ello, después de haber realizado un
bloqueo inespecifico de la membrana con la solucion Blotto, se incub6 la membrana con la
solucion del anticuerpo anti-actina en una dilucion 1:2500 durante 12 horas a 4°C y con
agitacion constante a 120 rpm. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con la solucion de
lavado que contiene Tween ® al 0.1% y TBS 1X para eliminar el exceso de solucién de
anticuerpo primario. A continuacién, la membrana fue incubada durante 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-raton Sigma-Aldrich ® con una dilucion de 1:2500

(debido a que el anticuerpo anti-actina provenia de ratdn). Posteriormente, se realizo la
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reaccion de quimioluminiscencia y se llevd a cabo la fotodocumentacién en el equipo
ChemiDoc XRS+, se realiz6 el mismo procedimiento para el anticuerpo anti-ChREBP. Se
muestran ejemplos de las imagenes obtenidas en el equipo fotodocumentador ChemiDoc
XRS+ en las Figuras 16 y 17. La Figura 16 corresponde a muestras de las ratas hembra y la
Figura 17 corresponde a las muestras de las ratas macho. Todas las bandas de la proteina
enddgena (actina) deben de tener la misma intensidad, de lo contrario es necesario realizar una
normalizacion de los datos. Por ello, para realizar un analisis mas certero se tuvieron que

normalizar los niveles de expresion relativa de las muestras.

ol PROTEINA

- - - g ]

BASAL  CONTROL GLUCOSA SACAROSA FRUCTOSA MEZCLA SUCRALOSA SACARINA ACESULF. BASAL
BH7 H22 ¢ H78 He68 H18 H50 . H79 H72 H80 BH8

St an e N e rend X5 PROTEINA
e Mmmﬂn et | Acma

BASAL CONTROL GLUCOSA SACAROSA FRUCTOSA MEZCLA SUCRALOSA SACARINA ACESUL. BASAL
BH7 H22 H78 H68 H18 H50 H79 H72 H80 BH8

Figura 16. Resultado de Western Blot para ratas hembra de la cepa Wistar en los diferentes grupos de
edulcorantes, donde se muestra la proteina en estudio ChREBP (arriba) en un tamafio de 95kb y la proteina
enddgena actina (abajo) en un tamafio de 42 kb

P PROTEINA

L

| PROTEINA
S e e @D o - & | Acina
CONTROL  GLUCOSA SACAROSA FRUCTOSA MEZCLA SUCRALOSA SAH ACESULFAME BASAL
M56 M27 M32 M42 M14 M35 M18 M25 BM5

Figura 17. Resultado de Western Blot para ratas macho de la cepa Wistar en los diferentes grupos de
edulcorantes, donde se muestra la proteina en estudio ChREBP (arriba) en un tamafio de 95kb y la proteina
enddgena actina (abajo) en un tamafio de 42 kb
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4.5. Expresion relativa “normalizada” de la proteina ChREBP con la

proteina enddgena de control positivo

Con el objetivo de contar con un analisis mas certero de la expresion relativa de ChREBP, se
normalizaron los niveles de expresion relativa de ChREBP mediante los software ImageJ® e
Image Lab de Bio-Rad® teniendo como base la proteina actina. A continuacion, se describe un
ejemplo para el gel 5 de machos. La imagen obtenida en el fotodocumentador (Figura 17) se
carga en el software de imageJ® donde se seleccionan las bandas a estudiar obteniendo el
porcentaje del area bajo la curva para cada pico. Cada pico representa una proteina como se

observa en las siguientes imagenes (Figura 18 y Figura 19).

GEL § CHREEP 1.1000 21-01-20 TESIS (Chemip tif, Uncalibrated

Basal BM5
Sucralosa M35

Control M56 Mezcla M14

Acesulfame de potasio
Glucosa M27

Sacarosa M32
m “

Figura 18. Gréfica del % de area bajo la curva para cada pico gel #5 con muestras de ratas macho donde se
estudia a la proteina actina

M25

Sacarina M18

362

17.96

En estas imagenes se toman los picos como representacion de la quimioluminiscencia de cada
muestra en el fotodocumentador obteniendo en ambos casos el area de cada pico y el
porcentaje que este representa, con el que se procede a normalizar las muestras con respecto

del control como se muestra a continuacion.
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Para la muestra de una rata macho con cédigo 56 del Grupo Control (CM56) en este gel se
obtuvo un porcentaje de area en actina de 17.253 % y para ChREBP un porcentaje de &rea de
19.129 % y para la muestra del Grupo Basal (BM5) se obtuvo un porcentaje de area de 17.959
y de 7.189 % para la proteina actina y ChREBP, respectivamente. Con estos datos se procedio

a “normalizar” la muestra del Grupo Basal de la siguiente forma:

Sucralosa M35

GEL 5 CHREBP 1.1000 21-01-20 TESIS ({Chemi) tif, Uncalibrated
Mezcla M14

Frucfosa M42
Control M5€
Glucosa M27
Sacarosa M32
113 10.17

Figura 19. Gréfica del % de area bajo la curva para cada pico del gel #5 de machos donde se estudia a la proteina
ChREBP

Acesulfame de potasio
M25

Basal BM5

Sacarina M18

Normalizacién = U drea Musstra o normalizar Ecuacion 4.5

U drea Muestro control

A continuacion sigue un ejemplo con la muestra del mismo especimen BM5:

i 17.95944
Normalizacion de acting = —— = 1.041
17.253%%
, 7.1899%;
Normalizacion de ChREBP = —— = 0.376
19.129%4

Una vez normalizadas ambas proteinas se procedi6é a compararlas con la proteina endégena, en

este caso la actina y con la proteina de estudio, en este caso, ChREBP:

Normalizacion de ChREEP 0376

Normalizacidn de actina 1.041
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obteniéndose los resultados de las Tablas 12 a 29.

Tabla 12. Resultados de la normalizacion de ratas macho del grupo control

Control
ID Actina ChREBP
Area % | Normalizacion Area % Normalizacion | ChREBP/Actina

M2 39095.66 | 15.96 1 2249.347 | 1.504 1 1

M55 14941.38 | 12.14 1 4714.146 | 5.400 1 1

M56 41058.16 | 17.25 1 47228.915 | 19.129 1 1

M8 24699.46 | 10.59 1 11263.489 | 7.235 1 1

M57 19018.54 | 10.27 1 32789.539 | 12.417 1 1
ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total

Tabla 13. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Basal
Basal
ID Actina ChREBP
Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
BM1 | 20833.146 | 8.504 0.532 19827.078 | 14.35 1.794 3.37
BM4 | 16831.945 7.221 0.681 8153.752 5.238 0.723 1.06
BM5 | 42738.836 | 17.959 1.041 17749.329 | 7.189 0.376 0.361
ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total
Tabla 14. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Glucosa
Glucosa
ID Actina ChREBP
Area % Normalizacidén Area % Normalizacién ChREBP/Actina

M48 | 14484.723 11.768 0.969 9895.832 11.336 2.099 2.165
M27 | 23383.196 9.826 0.569 26276.823 10.643 0.556 0.977
M71 9414.255 5.083 0.495 11082.761 4.197 0.338 0.682
M64 | 25256.045 10.835 1.022 12813.208 9.274 1.160 1.134
M67 28066.51 11.456 0.718 2,914.903 2.110 0.264 0.367

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total

Tabla 15. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Sacarosa

Sacarosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
M16 | 19812.522 | 16.097 1.326 7118.844 8.155 1.510 1.138
M32 | 13897.752 5.84 0.338 8960.388 3.629 0.189 0.560
M61 | 20189.974 | 8.662 0.817 16816.409 10.802 1.493 1.826
M66 | 41054.631 | 22.168 2.158 22998.004 8.709 0.701 0.324
M41 | 42214.066 | 17.231 1.080 1,409.690 | 1.020364498 0.127 0.118

ID: Numero de identificacién, %: Porcentaje del area total

Tabla 16. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Fructosa

Fructosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
M38 | 11812.581 9.597 0.790 8265.823 9.468 1.753 2.217
M13 | 16219.016 6.958 0.656 19040.489 12.231 1.690 2.574
M28 | 22405.246 | 12.098 1.1781 22759.711 8.619 0.694 0.589
M17 | 23257.024 | 9.493 0.594 6935.782 5.020 0.627 1.055
M42 | 41687.149 | 17.517 1.015 12525.539 9.066 1.133 1.116

ID: Numero de identificacién, %: Porcentaje del area total
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Tabla 17. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Mezcla aspartame:acesulfame

Mezcla aspartame:acesulfame

Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion | ChREBP/Actina
M7 18565.744 | 15.084 1.242 3766.054 4.314 0.798 0.642
M14 21342.836 | 8.968 0.519 25354.125 10.269 0.536 1.032
M49 36347.51 15.593 1.471 27624.773 17.745 2.452 1.666
M63 2905.548 1.569 0.152 16462.296 6.234 0.502 3.285
M11 35264.459 | 14.394 0.901 3,855.853 2.790 0.349 0.386
ID: Numero de identificacién, %: Porcentaje del area total
Tabla 18. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Sucralosa
Sucralosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion | ChREBP/Actina
M39 | 27906.702 | 22.673 1.867 6423.510 7.358 1.362 0.729
M35 | 29523.806 | 12.406 0.719 36267.317 14.689 0.767 1.067
M44 25052.066 | 10.748 1.014 15733.167 10.106 1.396 1.377
M68 32494.43 | 17.546 1.708 48571.439 18.394 1.481 0.866
M23 47749.702 | 19.49 1.221 9882.347 7.153 0.894 0.732
ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total
Tabla 19. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Sacarina
Sacarina
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
M30 | 4983.338 4.049 0.333 3563.740 4.082 0.755 2.266
M18 | 8615.037 3.62 0.209 16225.459 6.572 0.343 1.637
M51 | 38863.146 | 16.673 1.573 31163.167 20.018 2.766 1.758
M80 | 14867.321 | 8.028 0.781 36960.489 13.997 1.127 1.441
M60 | 8510.711 3.474 0.217 6,260.037 4.531 0.566 2.603

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total

Tabla 20. Resultados de normalizacion de ratas macho del Grupo Acesulfame de potasio

Acesulfame de potasio

Actina ChREBP
ID Area % Normalizacién Area % Normalizacién ChREBP/Actina
M1 10574.882 8.592 0.707 6574.983 7.532 1.394 1.970
M58 24506.108 | 10.513 0.992 16926.723 10.873 1.502 1.514
M76 43038.572 | 23.239 2.263 37045.782 14.029 1.129 0.499
M25 15729.141 6.610 0.383 9360.581 6.775 0.847 2.211

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total

Tabla 21. Resultados de normalizacion de ratas hembra del Grupo Control

Control
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
H41 | 24412.037 | 12.612 1 19003.338 | 14.438 1 1
H71 14603.652 6.932 1 25091.714 | 22.132 1 1
H57 | 48144.505 21.89 1 19844.028 | 18.081 1 1
H6 25840.128 | 14.315 1 21350.066 15.22 1 1
H22 8161.635 5.099 1 27679.392 | 10.461 1 1

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total
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Tabla 22. Resultados de normalizacion de ratas hembra del Grupo Basal

Basal
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
BH1 6075.368 3.139 0.248 6034.267 4.585 0.317 1.275
BH2 11229.874 | 5.33 0.768 8121.371 7.163 0.323 0.420
BH4 7766.957 | 4.303 0.300 5955.380 4.245 0.278 0.927
BH7 13639.53 | 8.521 1.671 21335.652 | 8.064 0.770 0.461
BHS8 7366.501 | 4.602 0.902 31027.371 | 11.727 1.121 1.242
ID: Numero de identificacion, %: Porcentaje del area total
Tabla 23. Resultados de normalizacion de ratas hembra del Grupo Glucosa
Glucosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacién Area % Normalizacion ChREBP/Actina
H5 35440.765 | 18.310 1.451 15876.246 | 12.062 0.835 0.575
H24 | 28912.421 | 13.724 1.979 8640.095 7.621 0.344 0.174
H36 | 16097.563 | 7.319 0.334 8618.430 7.853 0.434 1.299
H58 | 22590.196 | 12.514 0.874 7361.924 5.248 0.344 0.394
H78 | 16219.995 | 10.133 1.987 26027.856 | 9.837 0.940 0.473

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del &rea total

Tabla 24. Resultados de normalizacion de ratas hembra del Grupo Sacarosa

Sacarosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
H36 | 12466.660 6.441 0.510 11244.673 8.543 0.591 1.159
H34 | 27090.844 | 12.859 1.855 9993.368 8.814 0.398 0.215
H52 | 40161.019 18.26 0.834 13819.187 | 12.592 0.696 0.835
H55 9825.815 5.443 0.380 4595.631 8.839 0.296 0.777
H68 | 18513.957 | 11.566 2.268 31653.48 | 11.963 1.143 0.504
ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del &rea total
Tabla 25. Resultados de normalizacién de ratas hembra del Grupo Fructosa
Fructosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacion ChREBP/Actina
H73 | 13179.915 | 6.809 0.539 16584.279 12.6 0.872 1.616
H28 | 20015.924 | 9.501 1.370 7068.924 6.235 0.281 0.205
H31 | 10028.338 | 4.560 0.208 8841.421 8.056 0.445 2.139
H70 | 13590.785 7.529 0.525 4209.874 3.001 0.197 0.375
H18 | 18798.128 | 11.744 2.303 26560.522 | 10.038 0.959 0.417

ID: Numero de identificacién, %: Porcentaje del area total

Tabla 26. Resultados de normalizacion de ratas hembra del Grupo Mezcla aspartame:acesulfame

Mezcla aspartame:acesulfame

Actina ChREBP
ID Area % Normalizacién Area % Normalizacién ChREBP/Actina
H10 44990.241 23.243 1.842 11396.418 8.659 0.599 0.325
H64 31699.350 15.046 2.170 13121.087 11.573 0.522 0.241
H1 26019.593 11.830 0.540 17918.631 16.327 0.902 1.671
H25 28498.510 15.787 1.102 2755.468 1.964 0.129 0.117
H50 18731.681 11.702 2.294 37596.865 14.209 1.358 0.592

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total
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Tabla 27. Resultados de normalizacidn de ratas hembra del Grupo Sucralosa

Sucralosa
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacién ChREBP/Actina
SUH56 | 21614.903 | 11.167 0.885 10477.589 7.961 0.551 0.623
SU H16 | 19408.459 9.212 1.328 8510.874 7.507 0.339 0.255
SU H30 | 34209.137 | 15.554 0.710 11113.421 | 10.126 0.560 0.788
SU H44 | 19315.321 | 10.700 0.747 32306.137 | 23.030 1.513 2.024
SU H79 | 26517.844 | 16.566 3.248 27567.380 | 10.419 0.995 0.307

ID: Numero de identificacién, %: Porcentaje del area total

Tabla 28. Resultados de normalizacién de ratas hembra del Grupo Sacarina

Sacarina
Actina ChREBP
ID Area % Normalizacion Area % Normalizacién ChREBP/Actina
H29 | 30618.848 | 15.819 1.254 15097.915 | 11.471 0.794 0.633
H45 | 36343.049 | 17.251 2.488 10232.731 9.026 0.407 0.164
H11 | 13899.388 6.320 0.288 10883.660 9.917 0.548 1.900
H33 | 14258.137 7.899 0.551 23470.765 | 16.731 1.099 1.992
H72 7334.078 4,582 0.898 11103.048 | 4.196 0.401 0.446

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del &rea total

Tabla 29. Resultados de normalizacién de ratas hembra del Grupo Acesulfame de potasio

Acesulfame de potasio

Actina ChREBP
ID Area % Normalizacién Area % Normalizacion ChREBP/Actina
H17 | 21372.605 | 10.145 1.463 12457.459 10.988 0.496 0.339
H19 | 31377.037 | 14.266 0.651 14920.338 13.595 0.751 1.154
H48 | 36465.827 | 20.201 1.411 33317.208 23.750 1.560 1.106
HB80 | 24788.652 | 15.486 3.037 24040.317 9.086 0.868 0.286
H9 4763.347 2.461 0.195 3,020.782 5.809 0.194 0.997

ID: NUmero de identificacion, %: Porcentaje del area total

El siguiente paso para el tratamiento de los datos fue determinar si estos datos seguian una
distribucion normal o no, ya que es un requisito para poder realizar un analisis de varianza.
Para ello se utilizo el software STATGRAPHICS XVI, el cual cuenta con la prueba estadistica
W de Shapiro-Wilk que es un procedimiento estadistico que evalla si los datos siguen una
distribucion normal (Samuels et al., 2012). (Anexo 1, A). En todos los casos la prueba mostro
que los datos seguian una distribucién normal. Una vez que se constatd que las muestras
siguieron una distribucion normal, se prosiguio a encontrar posibles datos aberrantes. Para lo
anterior se ocuparon cuatro pruebas seguidas (Grafica de Cajas y Bigotes, Prueba de Grubbs,

Prueba de Dixon y el valor de la Desviacion absoluta de la media, DAM). Ver Anexo 1, B.

En la Figura 20 es posible observar que, para la densidad Optica relativa, todos los

edulcorantes se encontraron por debajo del control. El edulcorante que mayor expresion de
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densidad Optica relativa tuvo fue el Grupo Sacarina, la cual obtuvo una expresion relativa de
1.027%0.8, seguido del Grupo Fructosa (0.950+0.8).
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“,5’_% Figura 20. Niveles promedio de densidad Optica

X0 relativa para ratas hembra de la estirpe Wistar+tDEM.
Mezcla= Mezcla acesulfame:aspartame, NS= No
hubieron diferencias significativas

Edulcorante

Lo anterior es congruente con lo reportado por Softic et al. (2017), pues se sabe que la
fructosa estimula este factor de transcripcion. El grupo que tuvo la menor expresion fue el
Grupo Mezcla aspartame:acesulfame (0.319+0.20) en ratas hembras de la especie Wistar. Con
el objetivo de constatar si los resultados obtenidos anteriormente mostraban alguna diferencia
estadisticamente significativa, se realizé una prueba de analisis de varianza (ANDEVA), de un
factor. Los resultados del ANDEVA de una via se muestran en la Tabla 30. Puesto que el
valor-P de la razon-F fue mayor o igual que 0.05, no hubieron diferencias estadisticamente
significativas entre la media de la expresion de ChREBP/Actina entre un grupo de edulcorante
y otro, con un nivel del 95.0% de confianza en ratas hembra. Estos resultados no fueron
similares con los reportados por Mendoza-Pérez (2017), donde se estudi6 ChREBP empleando
el método basado en la reaccion en cadena de la polimerasa, PCR en inglés, para la misma
estirpe Wistar. En ese estudio se reportaron diferencias significativas entre los grupos de
edulcorantes en estudio. Se observaron algunas similitudes en las tendencias de algunos de los
grupos de edulcorantes, como los Grupos Sacarina y Glucosa, para las ratas hembra de la
estirpe Wistar. Debe mencionarse que en ese estudio los especimenes estaban separados y

podian comer y beber verdaderamente ad libitum. En este estudio los especimenes de cada
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grupo compartian alimento y bebida y debian competir entre ellos para obtenerlos por lo que

no eran realmente ad libitum.

Tabla 30. Anélisis de varianza para la densidad 6ptica de ChREBP por grupo de edulcorante en ratas hembra de
la estirpe Wistar al 95% de confianza

Fuente Suma de Gl |Cuadrado medio| Razo6n-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 1.90273 7 0.271819 0.80 0.5911
Intra grupos 10.1516 30 0.338386
Total 12.0543 37

Gl= Grados de libertad

En la Figura 21 se observan los resultados obtenidos para las ratas macho de la estirpe Wistar.
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Figura 21. Niveles promedio de densidad Optica
relativa para ratas macho de la estirpe Wistar tDEM.
Mezcla= Mezcla acesulfame:aspartame, NS= No
hubieron diferencias significativas

Expresion relativa
(ChREBP/Actina)

Edulcorante

Fue posible observar que los edulcorantes que contaron con una mayor densidad Optica
relativa fueron los Grupos Sacarina (1.941+0.5), seguido de Acesulfame de potasio
(1.549+0.7) y de Fructosa (1.511+0.8). Los grupos con una menor densidad Optica relativa
fueron Sacarosa (0.794+ 0.6) y Sucralosa (0.955+0.2). En la prueba de ANDEVA (Tabla 31),
se observa que el valor-P de la razén-F fue mayor o igual que el valor de 00.05, por lo que no
hubieron diferencias estadisticamente significativas entre la media de ChREBP/Actina entre
un nivel de edulcorante y otro, con un nivel del 95.0% de confianza en ratas macho de la

estirpe Wistar.
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Tabla 31. Analisis de varianza para la densidad éptica de ChREBP por grupo de edulcorante en ratas macho de la
estirpe Wistar al 95% de confianza

Fuente Suma de Gl |Cuadrado medio| Raz6n-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 4.95679 7 0.708113 1.03 0.4296
Intra grupos 19.8658 29 0.685026
Total 24.8225 36

Gl= Grados de libertad

Lo anterior es congruente con el estudio de Mendoza-Pérez (2017) pues tampoco se reporta
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de edulcorantes, aunque la
tendencia en algunos de los edulcorantes se aprecia distinta en ambos estudios, como lo es el
caso del Grupo Fructosa. Tanto en la Figura 20 como en la Figura 21 se aprecia que el
edulcorante que presentd una mayor expresion de densidad dptica relativa fue el del Grupo
Sacarina. Por otro lado, dentro de los edulcorantes nutritivos o caléricos, el que tuvo mayor
expresion relativa fue el Grupo Fructosa, lo cual resulté acorde con lo reportado en la
literatura (Fisher et al., 2017; Moore et al., 2014; Softic et al., 2017), pues se sabe que la
fructosa estimula la expresion de ChREBP. En relacion con el edulcorante que presentd una
menor expresion de densidad oOptica relativa difirid6 en ambos casos, siendo en hembras el
Grupo Mezcla aspartame:acesulfame, mientras que para los machos fue el Grupo Sacarosa, lo
cual hace pensar que el género es un factor importante para ciertos edulcorantes que influye en
la expresion de ChREBP. Lo anterior concuerda con lo obtenido con el estudio realizado por
Vega-Jiménez (2019), en el cual se reporta que el incremento de masa, asi como de los niveles
de glucosa en ratas Wistar a las que se les suministraron edulcorantes hipocaldricos, tuvieron
un comportamiento similar para el Grupo Sacarina y el Grupo Mezcla aspartame:acesulfame
para ambos géneros, asi como el Grupo Sucralosa para las ratas macho. Esto es relevante pues
debe recordarse que ChREBP es un factor de transcripcion de enzimas importantes en las rutas
metabolicas de la lipogénesis y la glucolisis, como la &cido graso sintasa y la piruvato quinasa
(Mijan de la Torre, 2004). Estas rutas son importantes en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos y, por ende, un incremento en la masa hablaria indirectamente de un aumento en
estas rutas (Lopez-Oliva y Martinez, 2014). Los niveles de expresion de densidad Optica
relativa de ChREBP encontrados se pueden explicar recordando que su regulacion
transcripcional depende de otros factores como LXR y TR-[3. Estudios recientes han mostrado
que el receptor X del higado (LXR) y el receptor de la hormona tiroidea B (TR-RB) son

reguladores trascripcionales basicos de este factor de transcripcion en el higado, por su union
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en la region promotora del gen a los elementos de respuesta, LXRE1 y LXRE2 (Cha y Repa,
2007; Gauthier et al., 2010; Lopez-Oliva y Martinez, 2014). Por otro lado se sabe que la
insulina es otro regulador positivo de ChREBP, al menos parcialmente, ya que actda mediante
la atenuacion del efecto represivo del factor de transcripcion octamer-1 (Octl), un represor de
ChREBP (Sirek et al., 2009), por lo que se tendria que seguir investigando si la insulina es
expresada y si es asi, qué tanto se expresa por el consumo de edulcorantes hipocaléricos a

mayor profundidad.

En la Tabla 32 se puede apreciar que para el género el valor-P fue menor al valor de ¢>0.05,
lo cual indicd que este factor tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la expresion
relativa de ChREBP, mientras que el valor de P para el factor del grupo de edulcorante fue

mayor a 0.05 lo cual indica que esta variable no tuvo significancia.

Tabla 32 Analisis de varianza multifactorial para la densidad 6ptica de ChREBP por grupo de edulcorante y por
género al 95% de confianza

Fuente Suma de Gl |Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
cuadrados
Efectos principales
A:Género 7.10628 1 7.10628 13.97 0.0004
B:Grupo 4.98852 7 0.712645 1.40 0.2222
Interacciones
AB 2.00815 7 0.286879 0.56 0.7821
Residuos 30.0173 59 0.508768
Total 43.269 74

Gl= Grados de libertad

Para determinar la existencia de diferencias significativa entre el género de las ratas se realizd
una prueba t. La prueba-t evalGa la hipotesis de que la media del género hembra y macho es
igual a 0.0 versus la hipotesis alterna de que la media del género hembra y macho no es igual a
0.0. Debido a que el valor-P (0.000179079) para esta prueba resulto menor que el valor de
a>0.05, es posible concluir que si hay por lo menos una diferencia significativa con un 95.0%

de confianza.

Finalmente, cuando se analizan los grupos de edulcorante sin hacer distincion del género, es
decir, todos los machos y hembras que consumieron un mismo edulcorante, se tuvieron los

resultados mostrados en la Tabla 33.
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Tabla 33 Andlisis de varianza de un factor para la densidad 6ptica de ChREBP por grupo de edulcorante al 95%
de confianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 4.37939 7 0.625627 1.08 0.3874
Intra grupos 38.8896 67 0.580442
Total (Corr.) 43.269 74

Gl= Grados de libertad

Se observa gue el valor-P fue mayor o igual que el valor de 0>0.05 lo cual indica que no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre la media de la densidad 6ptica de ChREBP

entre los grupos de un edulcorante y otro sin hacer distincion del género. Es decir, tras 170

dias de experimentacion con un nivel del 95.0% de confianza. Lo anterior concuerda con los

analisis de varianza individuales realizados a los grupos de ratas macho y ratas hembra que se

realizaron por separado.

A continuacién, se dan las conclusiones y recomendaciones derivadas de esta investigacion

experimental.
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CAPITULO5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo general de la investigacion, el cual fue el de “Evaluar el efecto del
consumo crénico de edulcorantes sobre la expresion del factor de transcripcion ChREBP en
tejido hepatico de modelos animales”, de manera puntual, asi como los objetivos particulares
de (a) Determinar la concentracién proteica de los extractos de hepatocitos de ratas macho y
hembra de la estirpe Wistar que ingirieron tres edulcorantes nutritivos o caldricos (sacarosa,
glucosa y fructosa), cuatro no nutritivos o hipocaléricos (acesulfame de K, mezcla de
aspartame:acesulfame, sacarina y sucralosa) y dos controles con agua potable sin aditivo, un
grupo basal y un grupo llamado control o blanco por medio de la metodologia de Bradford
sobre la expresion del factor de transcripcion ChREBP, (b) Evaluar si la expresion de la
proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) en tejido hepatico
depende del género de los especimenes, (c) Establecer e implementar la técnica de Western
Blot en los Laboratorios E-301-302-303 de Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica
Ambiental del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM y (d) Conocer el papel de
los edulcorantes en la homeostasis energética y como factor de riesgo en la obesidad, fue

posible concluir lo siguiente:

e EIl consumo cronico de los edulcorantes estudiados, en esta etapa del desarrollo de los
especimenes, no influy6 de manera significativa la expresion relativa de la proteina de
unién al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) en el tejido hepatico de las
ratas macho y hembra de la estirpe Wistar analizados.

e Se logré determinar la concentracion de las proteinas extraidas de los extractos de
hepatocitos de las ratas macho y hembra que ingirieron tres edulcorantes nutritivos o
caléricos (sacarosa, glucosa y fructosa), cuatro no nutritivos o hipocaloricos

(acesulfame de K, mezcla de aspartame:acesulfame, sacarina y sucralosa) y dos
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controles con agua potable sin aditivo, un grupo basal y un grupo llamado control o
blanco por medio de la metodologia de Bradford sobre la expresion del factor de
transcripcion ChREBP.

Se observd que el género de los especimenes fue determinante para aumentar o
disminuir la expresion relativa de ChREBP siendo esta expresion mayor en las ratas
macho que en las hembras.

Se logro establecer la técnica de Western Blot en los Laboratorios E-301-302-303 de
Ingenieria Quimica Ambiental y Quimica Ambiental del Conjunto E de la Facultad de
Quimica de la UNAM. Se implementd su aplicacion a todas las muestras estudiadas.
Existi6 una tendencia en el aumento de la expresion relativa de ChREBP para los
grupos de sacarina y fructosa tanto para machos como para hembras. Sin embargo, este
incremento no alcanzé significancia estadistica por lo que el papel de los edulcorantes
en la homeostasis energética y como factor de riesgo en la obesidad NO fue
significativo.

Se adquirieron habilidades en el montaje, manejo y mantenimiento de muestras
proteicas extraidas de tejidos hepéticos, asi como en la utilizacion de equipos
especializados de laboratorio como el espectrofotometro UV-Vis y el

fotodocumentador ChemiDoc.

5.2. Recomendaciones

Dado el curso que llevo esta investigacion, se recomienda lo siguiente:

a.

b.

Evaluar otras enzimas y hormonas propias de las vias metabdlicas implicadas en la
obesidad y diabetes tales como la glucoquinasa, la insulina, el glucagén etc. Ademas,
analizar la proteina de unidn al elemento regulador de esteroles (SREBP1-c), el cual es
otro factor implicado en la transcripcion de enzimas propias de las vias metabolicas de
la lipogénesis y la glucolisis, con el objetivo de tener un mayor criterio de evaluacion
sobre el efecto de los edulcorantes.

Correlacionar los niveles de insulina, glucagdn y otros factores de transcripcion con los
niveles de ChREBP.
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c. Seguir con el estudio en las siguientes etapas de vida de las ratas Wistar pues el
metabolismo cambia a lo largo de la vida, ya que este estudio abarco los primeros 170
dias del estudio global y esta estirpe de ratas vive 730 dias (Envigo, 2018), por lo que

esta etapa seria equivalente en la vida humana a un adulto joven de 18 afios (Sengupta,
2013).
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ANEXOS

ANEXO 1.

ANALISIS ESTADISTICOS

A. ESTADISTICO W DE SHAPIRO-WILK

Tabla 34. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los grupos de edulcorante en ratas macho

Grupo de edulcorante Valor-P
Basal 0.429271
Glucosa 0.504839
Sacarosa 0.567261
Fructosa 0.412424
Mezcla aspartame:acesulfame | 0.315284
Sucralosa 0.285224
Sacarina 0.585124
Acesulfame 0.600163

Debido a que el valor-P para estas es mayor o igual que 0.05, no se puede rechazar la idea de

que las muestras provienen de una distribucién normal con 95%, o mas, de confianza.

Tabla 35. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los grupos de edulcorante en ratas hembra

Grupo de edulcorante Valor-P
Basal 0.188572
Glucosa 0.231278
Sacarosa 0.951936
Fructosa 0.138019
Mezcla aspartame:acesulfame | 0.0649623
Sucralosa 0.0908721
Sacarina 0.156423
Acesulfame 0.0716438

Debido a que el valor-P para estas es mayor o igual que 0.05, no se puede rechazar la idea de

qgue las muestras provienen de una distribucion normal con 95% & mas de confianza.
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B. VALORES ATIPICOS

B.1. Identificacién de valores atipicos — Basal Machos

Datos/Variable: Basal M
3 valores con rango desde 0.361043 a 3.36823

NuUmero de valores actualmente excluidos: 0

0 1 2 3 4

Figura 22. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo Basal machos

Prueba de Grubbs (que supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.12566
Valor-P = 0.429271

El valor mas extremo es 1.12566 desviaciones estandar de la media. Puesto que el valor-P para
la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no es un aberrante significativo con
un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los demés valores siguen una

distribuciéon normal.
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B.2. Identificacion de valores atipicos - Glucosa machos

Datos/Variable: Glu M
5 valores con rango desde 0.367584 a 2.16544

Numero de valores actualmente excluidos: 0

% : :

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4

Figura 23. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo de Glucosa machos

Prueba de Grubbs en el Grupo Glucosa machos (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.61488
Valor-P =0.179364

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.06544. El valor méas extremo es 1.61488 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.3. Identificacion de valores atipicos - Sacarosa machos

Datos/Variable: Sacarosa Machos
5 valores con rango desde 0.118189 a 1.82637

Numero de valores actualmente excluidos: 0

R

| | | | | |
0 0.4 0.8 1.2 1.6 2
Sac M

Figura 24. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo de Sacarosa machos

Prueba de Grubbs atipicos en el Grupo Sacarosa machos (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.492
Valor-P = 0.3955

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.793756. El valor més extremo es 1.492 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.4. Identificacion de valores atipicos - Fructosa machos

Datos/Variable: Fru M
5 valores con rango desde 0.589189 a 2.57443

Numero de valores actualmente excluidos: 0

N

0 0.5 1 1.5 2 25 3

Figura 25. Grafica de caja y bigotes para el Grupo de Fructosa machos
Prueba de Grubbs en el Grupo Fructosa machos (supone normalidad)
Estadistico de prueba = 1.26171
Valor-P = 0.916515
Los valores estudentizados miden a cuantas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.51074. El valor mas extremo es 1.26171 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no

es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.5. Identificacion de valores atipicos — Mezcla aspartame:acesulfame machos

Datos/Variable: Mix M
5 valores con rango desde 0.386994 a 3.28591

Numero de valores actualmente excluidos: 0

Figura 26. Gréfica de caja y bigotes para el grupo de Mezcla aspartame:acesulfame machos

Prueba de Grubbs en Grupo Mezcla aspartame:acesulfame machos (supone normalidad)
Estadistico de prueba = 1.62625

Valor-P = 0.162233

Los valores estudentizados miden a cuantas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.40305. El valor mas extremo es 1.62625 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no

es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.6. Identificacion de valores atipicos - Sucralosa machos

Datos/Variable: Suc M
5 valores con rango desde 0.729525 a 1.37707

Numero de valores actualmente excluidos: 0

0.72 0.92 1.12 1.32 1.52

Figura 27. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo de Sucralosa machos

Prueba de Grubbs en el Grupo Sucralosa machos (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.54455
Valor-P = 0.296648

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.954798. El valor méas extremo es 1.54455 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.7. Identificacion de valores atipicos - Sacarina machos

Datos/Variable: Sn M
5 valores con rango desde 1.44191 a 2.60323

Numero de valores actualmente excluidos: 0

B

1.4 1.7 2 2.3 2.6 29

Figura 28. Grafica de caja y bigotes para el Grupo de Sacarina machos
Prueba de Grubbs en el Grupo Sacarina machos (supone normalidad)
Estadistico de prueba = 1.3807
Valor-P = 0.63128
Los valores estudentizados miden a cuantas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.94144. El valor méas extremo es 1.3807 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no

es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.

82



B.8. Identificacion de valores atipicos — Acesulfame de potasio Machos

Datos/Variable: Ace K
4 valores con rango desde 0.499253 a 2.21184

Numero de valores actualmente excluidos: 0

B
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Figura 29. Grafica de caja y bigotes para el Grupo de Acesulfame de potasio machos

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.38641
Valor-P = 0.302919

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.5491. El valor més extremo es 1.38641 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.9 Identificacion de valores atipicos - Basal hembras

Datos/Variable: basal H
5 valores con rango desde 0.420926 a 1.27592

Numero de valores actualmente excluidos: 0

1 1 Il 1 1 1
0.42 0.62 0.82 1.02 1.22 1.42
basal H

Figura 30. Gréafica de caja y bigotes para el Grupo Basal hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)
Estadistico de prueba = 1.08237
Valor-P =1.0

El valor mas extremo es 1.08237 desviaciones estandar de la media. Puesto que el valor-P para
la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no es un aberrante significativo con
un nivel de significancia del 5.0% suponiendo que todos los demas valores siguen una

distribucién normal.

84



B.10. Identificacion de valores atipicos - Glucosa hembras

Datos/Variable: Glu H
5 valores con rango desde 0.173928 a 1.29899

Numero de valores actualmente excluidos: 0

}7
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Figura 31. Gréafica de caja y bigotes para el Grupo Glucosa hembras

Prueba de Grubbs en el Grupo de Glucosa hembras (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.67824
Valor-P = 0.0914288

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.583199. El valor mas extremo es 1.67824 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los
demas valores siguen una distribucion normal. Por otro lado en la Figura 31 se observa un

valor aberrante que es Glucosa H36.
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B.11. Identificacion de valores atipicos - Sacarosa hembras

Datos/Variable: Sac H
5 valores con rango desde 0.214686 a 1.1586

Numero de valores actualmente excluidos: 0

e
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Figura 32. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo Sacarosa hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.356
Valor-P = 0.687908

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.698185. EI valor méas extremo es 1.356 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.12. Identificacion de valores atipicos — Fructosa hembras

Datos/Variable: Fru H
5 valores con rango desde 0.205544 a 2.13884

Numero de valores actualmente excluidos: 0

S T

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4

Figura 33. Gréafica de caja y bigotes para el Grupo Fructosa hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.36609
Valor-P = 0.664611

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.950471. EIl valor més extremo es 1.36609 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.13. Identificacion de valores atipicos — Mezcla aspartame:acesulfame hembras

Datos/Variable: Mix H
5 valores con rango desde 0.117009 a 1.67088

Numero de valores actualmente excluidos: 0

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8

Figura 34. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo Mezcla aspartame:acesulfame hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.71894
Valor-P = 0.0461038

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.589217. El valor mas extremo es 1.71894 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es menor que 0.05, por lo que el valor
de MH1 es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que

todos los demas valores siguen una distribucién normal.
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B.14. Identificacion de valores atipicos - Sucralosa hembras

Datos/Variable: Suc H
5 valores con rango desde 0.255241 a 2.02436

Numero de valores actualmente excluidos: 0

0 0.4 0.8 1.2 1.6 2 2.4

Figura 35. Gréfica de caja y bigotes para el Grupo Sucralosa hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.70244
Valor-P = 0.063265

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.799414. El valor mas extremo es 1.70244 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.15. Identificacion de valores atipicos - Sacarina hembras

Datos/Variable: Sn H
5 valores con rango desde 0.163877 a 1.99217

Numero de valores actualmente excluidos: 0

- -
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Figura 36. Grafica de caja y bigotes para el Grupo Sacarina hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.12755
Valor-P =1.0

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 1.02711. El valor mas extremo es 1.12755 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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B.16. Identificacion de valores atipicos — Acesulfame de potasio hembras

Datos/Variable: Ace. KH
5 valores con rango desde 0.285986 a 1.15372

Numero de valores actualmente excluidos: 0
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Figura 37. Gréafica de caja y bigotes para el Grupo Acesulfame de potasio hembras

Prueba de Grubbs (supone normalidad)

Estadistico de prueba = 1.14698
Valor-P =1.0

Los valores estudentizados miden a cuéntas desviaciones estandar se encuentra cada valor de
la media muestral de 0.776399. EI valor mas extremo es 1.14698 desviaciones estandar de la
media. Puesto que el valor-P para la prueba de Grubbs es mayor o igual que 0.05, ese valor no
es un aberrante significativo con un nivel de significancia del 5.0%, suponiendo que todos los

demas valores siguen una distribucién normal.
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C. Prueba de Levene

El estadistico mostrado en la Tabla 36 evalta la hipotesis de que la desviacion estandar de

ChREBP/Actina dentro de cada uno de los 8 niveles de edulcorante es la misma. De particular

interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de

confianza.

Tabla 36. Resultado de la prueba de Levene

Prueba Valor-P

Diferencia entre grupos en hembras | 0.940336 0.49083
Diferencia entre grupos en machos 0.703945 | 0.668638
Diferencia entre grupos 0.561414 | 0.784459
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ANEXO 2
ACERVO FOTOGRAFICO

A continuacion, se presentan algunas fotografias del proceso experimental

Foi

Figura 41. Geles cargados y sumergidos con la solucion Figura 42. Tincién de membrana con Rojo de

amortiguadora de carga en la cdmara de electroforesis BioRad® Ponceau
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Figura 43. Geles después de electrotransferencia tefiidos con Figura 44. Membranas en agitador orbital para

Azul de Coomasie unién con anticuerpos

Figura 45. Cajas con membrana sumergida en solucién Blotto para bloqueo
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ANEXO 3

ESTA INVESTIGACION

Restos de oOrganos Yy
tejidos de los especimenes,
después de la eutanasia

Bolsas para residuos bioldgicos

Disposicidon a cargo de UNEXA

Navajas para diseccion de
higado para los extractos
hepaticos

Recipiente para “punzocortantes”
con residuos bioldgicos

Disposicion a cargo de la UNEXA

Residuos de poliacrilamida
utilizados en electroforesis

Residuos de colorante
Rojo Ponceau utilizado
en electrotransferencia

Bolsa de plastico

Disposicién a cargo de la Unidad de
Gestion Ambiental, UGA, de la
Facultad de Quimica de la UNAM

Contenedor de plastico

Disposicién a cargo de la Unidad de
Gestion Ambiental, UGA, de la
Facultad de Quimica de la UNAM

Pipetas de plastico vy
puntas de micropipetas
con residuos de reactivos
usados en Western Blot

Bolsa de plastico

Disposicién a cargo de la Unidad de
Gestién Ambiental, UGA, de la
Facultad de Quimica de la UNAM

DISPOSICION CONTROLADA DE LOS RESIDUOS PRODUCIDOS EN
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Resumen
Objetivo. Describir el disefio metodoldgico de la Encuesta
Macional de Salud y Mutricidn en localidades con menos de
100 000 habitantes (Ensanut | 00k). Material y métodos.
La Ensanut | 00k e una encuesta probabilistica que sobrerre-
Egeunta a los hogares con menos
describe el alcance de la encuesta, los procedimientos de
muestres, medicidn e inferencia y la organizacicn logistica.
Resultados. Se obtuvieron 10 sﬁl entrevistas de hogar y
26 161 de individuos. La tasa de respuesta de hogar fue §9%
y da individuos 92%. Conclusiones. El dissfio probabilistics
de la Ensanut 100k permite hacer inferencias estadisticas
vilidas sobre ametros de interés para [a salud piblica en
localidades con menos de 100 000 habitantes, localidades
donde vive 57% de la poblacion segun el censo de 2010,
La comparabilidad de los resultades con la Ensanut 2002
facilita evaluar las acciones de apoyo que otorga el pobierna
a poblaciones con menores capacidades economicas en el

pericdo 2012-2018.

Palabras clave: encuestas poblacionales; pobreza; Mesxico
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acidades economicas.
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Gémez-Acosta LM, Mendora-Alvarads LR,
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Methoedology of the Mational Health and
Mutrition Survey for localities with bess than

100 000 inhabitamnts (Ensanwut | 00k).

Salud Publica Mex. 10 196 1:6TE-564.
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Abstract

Objective. To describe the methodological design of the
Mational Health and Mutrition Survey in localities with less
than 100 000 inhabitants (Ensanut 100k). Materials and
methods. The Ensanut 100k is a probabilistic survey that
over-represents households with less economic capabilities.
This paper describes the scope of the survey, sampling proce-
dures, measurameant and inference and logistics organization.
Results. 10 461 home nterviews and 26 161 individual
interviews were abtained The household r nse rate was
&9 and 92% from individuals. Conclusions. The probabilistic
design of the Ensanut |00k allows to make walid statistical
inferences about parameters of interest for public health in
localities with less than 100 000 inhabitants, localities where
52% of the ulation lives according to the 2010 census.
The Etlﬂpalggqll}ltf of the results with the Ensanut 2012 faci-
litates the aszessment of the povernments support actions
to populations with lower economic capacities in the pericd
20012-20018.

Keywords: population surveys:; poverty; Mexico

Datos proporcionados en una conferencia del PUAL (15/Marzo/2020) y articulo de

Nuttal (2015) sobre la pertinencia del uso del indice de masa corporal, IMC
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Procedimiento de mmuestrao
Tamurio de muesive

Despuds de excluir loz hogare:s que pertenecian a lo-

idades con mds de 100 000 I‘:htmtr:. el miimero
estimado para la Ensanut 100k fue de 11 54 (cuadro
I). E177.4% (8 937 /11 342} de elios era beneficiano del
programa Prospera, miemtras que 22.6% restante no lo
era. La mayor parte de los hogares s2 concentraron en
la zona sur (56.6%) y centro (20.9%), de la zona
norte (13.3%) y la CGudad de Méxaco (17%).

Desreivizos de estudio

La poblaciém objetivo se dividit en cuatro regiones
(Norte, Centro, Ciudad de Méaco-Fxtado de Médco
corirbado yﬁnr},las cuales han sido whiizadas enen-
cuestas previas sobre zalud y nuinadn *4* Las regiones
zon grupo: de extados que pueden uzarze para ectudiar
variaciones geogrificas de modo comp con otraz

encuestas, pero es potible formar nuevas regaones pot-
que los estados fueron estratos muestrales.

Selecoion de wmdades provwares y secundaries

Laz unadades 12z de muestreo fueron las dreaz
geoestadiztcas basicas (AGEE) y ze clacificaron de
acuerdo con el tamaflo de la localidad a la que perte-

necian. Las locabdades con menos de 2 500 habitantes
fueson dasificadas como murales y el resto comourbanas.
Las AGED urbanas pertenscen al censo de 2010. Las
AGED rurales comesponden al Conteo de Foblacdn y
ﬁhﬂdﬂﬂlﬁ,pﬁnagmpanalashahdahnmlﬁ&d
censo de 2010, Las AGEB se selecaonaron con

dad proporcional a su poblacidn total segin el cenzo dl

€ uimdrn |
EsTIMACION DEL TAMANG DE MUESTRA EM
vivieMDas. Mixico, EmsanuTt 100k

Musizny
e i Pragess Mo Praspem Tetaal
Fnrte | 2N pLH | 343
Caniro 1805 i Yo
OF M Fk 1S nr
Sur 597 I 480 & 557
Taal asar 1608 11 541

Enmnur [acuem Macional da Sshud y Mamricion | |00k pars locabdades con
e da |00 D00 Jisleesata)

2010. Las umdades secundanas de muestreo fueron las
locahdades enlas AGEB rurales v enlasurbanas fueron
las manzanas. Las unidades secundarias de muestreo
fueron zeleccionadas con probabilidad preporcenal
a su poblicén ..Qi'lh'l el ﬂn..-n de 2010, El nimero de
manzanas /localidades a seleccionar por AGEB fue
diferente por mgmmmﬁnm mads manzanas
locabdades en las remones donde los hogares Prospera
son memnos frecuentes (INorte, Ciudad de Méxaoo-Estado
de Méaco conurbadao).

Seleccion de ovpiendas

En las localidades nirales se contabilizaron los espacios
con el potendal de ser viviendas v se seleccionaron
entre 40 y 60 espacios en campo, donde se pregunts o
pertenecian al programa Prospera. Luego, conoaendo
la pertenencia a Prospern, se selecconaron en prome-
dio 29 viviendas Prospern y siete viviendas no Prospern
o =n miormacén per AGEB. De modo sumalar, en laz
nwuam.urbuu.d;;d.:lmnmn I-Etﬂ By dd e
€105 @n cam e b menenaa a
t,amnhnummpﬁr g;aluﬂﬂ:“w mF;i
20 viviendas Prospera y 16 vmwiendas no Prospera 0 sm
informaadn por AGEB. Asi, la muestra de viviendas
generada por el Instituto Naconal de Salud Prblica
{INSF) sobremrepresentd a los hogares Prospers y su-
b@éEE'm a et he w, La seleccidn de
AGEB, manzanaz, localidades v viviendas se realizé en
las oficinas del [INSF.

Fdrmliﬂ de mdimidieos en s mmendns

Siempre que fue poable, en cada hogar ze selecaonaron
alnc:i,guienhu.i:ﬂiriim:., ithicados medimbe eda-
des en afoz cumplidos: a) todos loz preescolares (0 a4

afoz) para el cuestionanio DIT, b) un escolar (3 a9 afloz),
<) un preescolar (0 a 4 aflos), d) un adolescente (102 19
.m:u}y:ﬂmadﬂtn I;llir:nn* o mas). Adicionalments,
2 defmieron las bes submuestras: a) el cussho-
nano de ublizador se aphod en 70% de los hogares,
selecaonando un habitante que hubiera expermentado
algin problema de zalud o legdn en el dlime mes; b)
dnmhmmndlhmmadimmdu]mmm

en hasta doz persona (escolar, adolezcents o

n} !mnmdum cada hogat

Procedimiento de medicien
El procedmuento de medicsdn: consta de dos elementos:
dizefio de cusstionanios v apheacidn de los memas, Los

cueshonanos e disefaron tendendo prezente la
rabildad de resultades; por ello, la gran mayoria de
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preguntas aphicadas provienen de otras encuestas ouyos
resultados han side validados. Fl cuestionano de DIT

nunca habia 2do utibzado en una Ensanut, pero ha sido
probado en las enmuestas de mdicadores muiltiples por
conglomeradios (MICS) desamrolladas por el Fondo de las
Naoones Unodas para la Infanca (UNICEF). * Tambeén se
haceron medicones de plomo en sangre a nifios v mfias
de 1 a 4 afles. Los cueshomanos fueron aphlzadnspm
equipos que reaberon una capaataadn muy andadosa
en témicas de entrevista ¥ en el maroo conceptual de los
temas de mveshgaadn. Adiconalmente, 1os entrevistado-
ez encargados de hacer las mediciones antropomeétnicas,
de ten=idn arferial ¥ de toma de muestras sanguineas
fueron sometidos a un process de estandanzacidn. La
capadtacién de los entrevistadores fue realizada por los
mwveshgadores espeaalrstas del INSE en cada tema Las
entrevistas se aplicaron cara a cara y fueron regstradas
mediante un stema de cémputo desarmollado por el INSE.

Do logsstice de In emcuesha

Hl trabajo de campo 1o realizanon tres equipos: cartogratia,
salud ¥ nutnodn. Cada equipo tovo una coordinacdn
mdependiente para evitar secgos de selecén. Bl equipo
de cartografia se encargd de hacer los Iistados de espacios
con el potendal de ser viviendas e idemtificar oz hogares
benefidanos de Prospera emuna muestra de espaaos. El
equipo de salud rechd la muestra que sohremepresen-
taba a los hogares Prospera v aplhics los cuestionanos de
hogar e individuales (preescolar, escolar, adolescentes,
adultos, uhhzadores ¥ desarrollo mfantl temprana).
También obfuvo el consenmbmiento informado de los
adultos v el asentmuiento mformado de los responsables
de los menores de edad (10 a 17 afios). La tercera etapa
estuvo a cargo del equipo de nutnadn, el mal, después
de la visita de zalud, acudss a los hogares y obtuvo las
medicones antropométnicas y de ten=idn arterial, aphod
oueshomanios sobre achvidad fisiea v dieta, y recolectd
muestras de sangre venosa y capilar para la medicdn
de los niveles de hemoglobina y plomo. Bl operativo en
campo fuvo una durackn de 21 semanas. Fl equpo de
campo estuvo formado por 18 cartdgratos v 16 bngadas.
Cadabngadauhmn:rﬂegradapmc-ﬂumtremstadu:&
un supervisor, un apove de cdmputo y un chofer. El ope-
rativo conbd con el segummiento de ocho coordinadores
en campa ¥ cuatro mads en ofiana.

Procedinmientos de inferensia
Pemderacion

El ponderador @, es un mimero asoaado con cada
medicidén Y, Los p:mdemdnres siTven para estmar el

total del atobuto Y mediante ¥, w. ¥, 2 Los pondera-
dores e constuyeron considerando tres elementos: la
Prn'l:labm-:lad de '.-'.elemdn., las tasa de respuesta y los
factores de calibracidn, los cuales sirvieron para hacer
que los totales estmados de mdmwidues reproduzcan
resultados censales. En la Ensanut 100k, los factores
de ponderacidn son esencales para el andhsis porque
loz hogares Prosperz estdn sobrerrepresentados y los
hogares no Prospera estdn subrepresentades.

Evahuaruin de sespos potmmoales debadp @ exclusiones

La poblacén objetivo de la Ensanut 100k no melayé a
todas las localidadss con menos de 100 000 habitantes,
por lo tanto, deben evaluarse los sesgos pn'tenﬂales
Usando los -:lahnrs de la Ensannt 2012 # se caleula el
estmador restingdo a la poblacdn obyetrvo de En-
sarmt 100k v =& confrasta el estmadior restongido a las
locabdades con menos de 100 000 habitantes confra los
pardmetros de mberés.

Tiasas de respuestn

Las tasas de respuesta se caloulan como la fraccafn de
wiviendas | mdindues con resultados eatosos. Tambadn
se considera alas viviendas o mdivaduos afiadidos para
compensar la no respuesta. Con el fin de simplificar
la mformacién, no ze presentan tazas de respuesta
desagregadas por fipo de muestra, ya sea ongnal o
adiconal, donde la muestra adicional son las viviendas
o mdmidues afiadidos.

Comstruccom del fudice de capacudades economzoas

Laestratificanén de hogares se hazo mediante un indice
constnuide a partir de un andlisi= de componentes pon-
cipales que considerd a las vanables que descoben las
condiciones de la vivienda (hpo de piso, de techo y de
paredes, nimero de cuartos, disponibibdad de agua ¥
posesidn de autos), el mimero de aparatos electrdnicos
que 2 poseen (TV, cable, computadora, radio, teléfona)
v &l ndmero de equipos domészheos (refngerador, es-
tufa, lavadora, boier, hormo de mecroondas). El indice
constnnde se denoming “de capacdades econdmicas™
porqué la posesién de bienes v condiciones de una vi-
vienda pueden considerarse como una aprosamadcidn a
las capandades econdmicas de unhogar. Las vanables
mncwdas en el andhzic de componentes principales
se eligieron por dos razones: a) han sido usadas para
construir estratos en la Ensanut 2006 v Ensamut 2012, y
b) estin disponibles en otras encuestas, lo que fadlita
la comparabihdad de resultados. El indice de capaa-
dades econdmicas se construyé uhhizando los dates de
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la Ensanut 2012 luego, con los coeficzentes obtenzdos
=& caleuls el indice en los de la Ensamuot 1000k
e formaron tres estratos con 1gual mimero de hogares
a partir del indice de capacidades; el de menores capa-
cidades s denomind tercil 1 y el de mayozes teral 3.

Valtdmowm de los resiltados

La= emmuestas probahilisticas son el finico método con
la capacidad de generar musstras representativas,
esto es, muestras que rephquen de modo aproramado
la distobucidn de casi cualquier vanable en la pobla-
adn. Por otra parte, el sexo v la edad son dos factores
condicionantes del estado de salud y nutnasn. Cabe
destacar que la muestra de la Ensanut 100k reproduce
la distnbucién por edad ¥ sexo de la Ensanut 2012,

Procedommentos cheos

Los procedmientos operatives de la encuesta fueron
auterizados por las Comisiones de Btica, Investigacidn
¥ Biosegunidad del INSF. Adiconalmente, 12 Direcadn
General de Epidemiclogia reviss el disefio de la en-
cuecta. La voluntanedad de la particopandn para cada
cueshonano quedd registrada en formatos de consen-
timiento informado o asenbimiento.

Resultados

Alcances de la Ensanut |00k

La Enzammt 100k £ una encuesta cuya cobertura

de del tamafio de la locahdad {muadro IT). La Ensammt
100k cubre 1007 de las locabdades con menos de 2 500 ha-
batantes y a B6% de la poblacdn que vive en locahdades
de entre 2 500 y 99 999 habitantes. De modio agregado,
la poblacidn objetivo de la Ensanut 100k representa 48%
del total nacional y es un subcomyunto delas locabdades
conmenos de 100 000 habitantes, la= cuales representan
32% de la poblacidn nadonal. La Ensannt 100k tiene las
coberturas sigmentes en las locahdades con menos de
100 000 habitantes: 92.1% de todos los hogares, 98.7%
de todos los hogares Prospera y 97.6% de los hogares en
&l pomer terdl econdmico.

Scleccion de unidades primarias y
wiviendas

La muestra de la Ensamut 100k quedé distnibmda en 32
enbdades, 236 municipios, 777 localidades v 323 AGEB.
Se vizitaron 40 427 vimendas en 1a etapa de cartografia;
132534 reportaron tener algin benefiaanie de Prespera. 3¢
seleccsonaron 11 51 viviendas y 8 813 de éstas afirmaron

tener algin benefinano de Prospera. Se vistaron un total
de 11 761 hogares, de los cuales se obtuvo respuesta en
10461 v 7 825 fueron clasificados como hogares Prospera
en |a entrevista de hogar.

Tasas de respuestd y numerd esperado de
Sujetos

Latasa de respuesta de cartografia contabaliza la= viven-
das selecoonadas para la encuesta en las que se lognd
asignar al menos un cueshonano. La tasa de respuesta
de cartografia fue de M4% de los hogares planeados (43
36440 169 ). La tasa de respuesta de hogar fue
caloulada en §9% (10 461 hogares de 11 761 hogares
visitados). Bl cuadno IT presenta la= tasas de respuesta
¥ tamafios de muestra consegrndos para los grupes po-
blaconales de mierés. Se obtorveron mas adeolescentes v
nifics de los planeados por hogar, lo cual es explicable
porque los hogares Prosperaestdn sobrerepresentados en
lammesira y hemen mayor nimemn demenores. For gem-
plo, enla Ensanut 2712 * el promedio de persanas de entre
{0y 19 afics por hogar Prospera fue de 2.18; en contraste,
fue de 132 en vimendas sin Prospera. Adiconalmente, se
obfuvieron tac de mepuects mayore: a lac planeadac.

La sobremrepresentacsn de hogares obligd a hacer
umna selecadn de hogares donde no se entrewictd a nifios
{029 afios) 0 adolescentes. De modo apreamado, la se-
lecadn menconada ocurmid en 40% de hogares vimtados
¥ la fracodn de selecodn fue de 13%. La selecadn no
tiene efecto en las inferencias porque fue conaderada
en la construccién die Loz ponderadores y se cumphieron
los tamafios de mmestra planeados.

Evaluation de sasgos

Aunque la cobertura de la Ensanut 100k no es de
100% (respecto a la= localidades con menos de 100 000
habitantes), &l cuadro IV ihustra que los sesgos no son
de agmficanca préchca para tres vanables relevantes:
escolandad, morbilidad ¥ pertenenda a Prospera.

indice de capacidades econsmicas

El primer componente principal, defimedo como indsce
de carencias, 40% de la vanabihdad de las va-
nables. En la Ensanut 100k la distnbuadén ponderada
dehogares segiin el indice de carendas fue teral 1, 57%;
teral 2, 26%; tercll 3, 17%. En contraste, la distibucidn
referida en la Ensamut 2012 fue teral 1, 53%; teral 2,
31%; tercil 3, 16%. Enfonces, _.El:rueden considerar
comeo simmulares, deacuerdo con el indice de capacdades
econdmucas, a los hogares visitades enla Ensanat 100k
¥ a loz de la Ensarmt 2012 restingidos al domimio de
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Cuadro I
DisTRIBUCION DE LA POBLACION MEXICAMNA
SEGUN TAMAND DE LOCALIDAD E INCLUSION EM
La EnsamuT |00k, Davos per Cesso 2010,

México, Ensanmut |00k

: Fachiia

Tamafle de i Excleide Enserut 100k {todkas im
Jowakrad Ermonas 100k . it
{harbiranres)| . %
| a2 499 n n
2500 a g 15 i
100 500 o vk 44 44
Plackomal 81 44 10

Ensanwe Encuesms Macsonal de Saked § Mumriddn

Ensanut 100k En consecuenca, es plausble hacer un
anihi=is de tendencas entre 2012 v 2018.

Validacion de los resultados

H pame! Ade lz igura 1 presenta la distnbucién de edad
v sewn en Jos hogares urbanos de Prospera en la Ensanut
1004 Fl panel B presenta la distobundn de edad y sevo en
kos hogames urhanas de Prospera dela Ensanurt 2012 parael
domonio de estudio de la Ensanut 100k 5e observa quelas
diferencias entre las distnbucones de 1a figura 1 no son
mayores a 1% para todos los grapos de edad. Por ello, ze
considera que la Ensanut 100k reproduce la distnbucién
de edad de la Ensanut 2012 en los hogares urhanos de
Prospern. Se obtienen resultados smalares para bos hogares
rurales de Prospera v los hogares rurales  urbanos queno
son de Prospera {datos no mostrados).

Cuadro IV
CoMPARACION EMNTRE ESTIMACIONES™ EN EL
pominio EnsanuT 100k (&, ) ¥ EsTIMACIONES
EM LOCALIDADES coM MEmos oE |00 G00

HABITANTES (&), MéExico, EnsanuT | 00k

Mastalding
o Escoéondod  Reche bunsfcios o0 _,:'
AT ﬁmu‘mlm:u = Fr:;pﬂrn ST
%
Lescabdades
{0k B Ll (]
Enganur 10k B0 1.5 (]

* Estiraciones obenids de Eraanut 2012 en personas de onco afies o mis.
Ersanuc Encuests PMacional de Saked y Muzricdén

Resultados de la ponderation

Loz ponderadores =2 calibraron para rephicar los @i-
guientes pardimetros poblacionales: a) total de
beneficianios por estado en el padrin del Programa
Prospera en dicembre 2017, b) total de viviendas par-
ticulares habitadas y personas por estado en. el censo
de 2010, ¢} la prediccién de la poblactn nadonal a
mediados de 2018 del Consejo Naconal de Poblacdn
(Comapo) v d) &l porcentae de 16n mascubina del
cenzo de 2010. Como resultado, la Ensanut 100k zupone
una tasa de crecumiento de 1.67% anual. El ndimero de
mtegrantes v h s estimados por la Ensanut 100k
fue de 42 502 personas y 10 461 hogares no ponderado
con un cociente de 406,

Cussdro 101
CoMPARACION DEL NUMERD DE INDIVIDUDS SELECCIOMADOS PLANEADOS Y OBSERVADOS
PARA LAS DIFERENTES SUBMUESTRAS. MExico, EnsanuT |00k

himasestrn Promesti e incivicies @ sseosionar per Sopor Tma de mspuess cariplaien
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Discusion

La Ensanot 100k logré una coberfura total en locabdades
demenos de 2 500 habitantes v una cobertura de 86% en
localidades de 2 3002 99 999 halntantes. Esta caracter{sh-
ca permafe quela Ensanut 100k 1one miommaadn
representativa de estas locabdades. Adiconaiments, la
Enzanut 100k logrd una distnbucién de parbapantes
por teral socsecondmuco similar ala Ensanut 2012, esta
caracterfshca permute que dentro de la Ensanot 100k se
puedan contrastar las condicones de salud y nutnadn
entre al terail 1 (37% de la musstra) v 1oz terale= 1 v 3
{26y 17%, respectivamente).

Fimalmente, la Ensamut 100k abre nuevas oportumn-
dades para el andlizis de equidad en salud y nutniadn
de las locahdades con mayer prevalenca de poblaadn
vulnerable del pais, que puede ser la base para el disefio
de las politicas de salud piblica que impacten favora-
blemente en el bienestar de la poblacidn mexicana con
menores capandades econdmicas.
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Articulo de discusion

Nutrition Research

Body Mass Index

Obesity, BMI, and Health: A Critical Review

Frank Q. Nuttall, MD, PhD

The body mass index (BMI} is the metric currently inuse for
defining anthropometric height'weight characteristics in
adults and for dassifying (categorizing) them into groups.
The common interpretation is that it represents an index of
an individuals fatness. It also is widely used as a risk factor
for the development of or the prevalence of several health
issues. In addition, it is widely used in determining public
health policies. The BMI has been useful in population-
based studies by virtue of its wide acceptance in defining
specific categories of body mass as a health issue. However, it
is increasingly clear that BMI is a rather poor indicator of
percent of body fat. Importantly, the BMI alo does not
capture information on the mass of fat in different body sites.
The latter is related not only to untoward health issues but to
social issues as well. Lastly, current evidence indicates there is
awide range of BMis over which mortality risk is modest, and
this is age related. All of these issues are discussed in this brief
review. Nutr Today. 2015;50(3):117-128

ody famess has been an impomant psychosocial

issue among humans for millennia. It is clearly

manifested by paleolithic statuettes of exceedingly
plumpwomen. This suggests being “full figured™ was highly
desirable at least for women. In contrast, images of obese
people, males or females, are never exhibited in ancient
Egyptian funerary wall paintings, stellae, or statues suggest-
ing thart fatness was not considered ro be a desirable trait
there. This also isthe case in artifacts from other cultures in
the Middle East in that em. Why the degree of fatness has
varied in different cultures is not clear. However, it may
have depended on the avaiability of a reliable food supply
and the effon required in obtaining it.
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Mare recently, the degree of romundity chnsidered ideal
also has varied considerably in the general population, but
particularly for young women. Before the 1920s, “full figured”
women were considered to be desirable as long as the dis-
tribution was hourglass in type. However, the 1920s Flapper
e introduced abbreviated and revealing dresses. The resulr
was that thinness was not only desirable but also required.
This concept has moderated but stll influences women's
views of heauty and eating habits at present.

Fatness as a Personal or Society Issue

Traditionally, a person’s fainess has been defined at a per
sonal level as well as at a societal level However, this is
difficult to quantify. That is, each individual has his/her own
perceptionof how fathe/she should be. As indicared above,
this often depends on a general concept of societal norms
or is due © peer pressure. For example, currendy in Western
sodeties, young women are often concemed about their body
image, and most consider themselves to be too fat, even though
they are well within population-based references. This is
not onlv due o soaetal concents of an ideal deeree of fat-

¢ 1 wr
ness, but also due to thinness being a goal promulgated by the
fashion industry and reinforced by commerdal advertising.
Ata sodetal level, although poorly described or quantified,
there also is a degree of famess beyond which a person
generally is considered to be unacceptably far; that is,
there is an ill-defined threshold ar which a person is la-
beled as being “fat’ or “obese.” However, itis based on the
"1 can't define it but I know it when | see it” concept. In
addition, implicit in this context is that the location of the
excess fat plays a role, as does a person’s age. It is much
more acceptable to be “overweight” when one is old than
when one is young. Also particularly in women, the ac-
cumulation of fat in cemain areas of the body is considered
tor be much more acceptable than in other aneas, For example,
truncal ( belly fat) accumulation would be considered to be
less acceptable than the accumubation of fat in the peripelvic
and thigh areasas well asin the breast area’; that is, one may
be statistically “fat” but with an appropriate figune be merely
referred to “as amply endowed” or “pleasingly plump.”
The social consequences of being “too fat” are severe.
Discrimination begins in childhood and results in serious
emotional scars. Societal discrimination limits career choices,
and indeed many career paths are closed to those consid-
ered to be too fat. Also, societal stigmatization often im-
pairs a person’s ability to express his’her intellecual and other
talents; that is, they become undemchievers. In addition, the
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potential pool of mates is limited because of their per-
ceived unattractiveness, Thus, obese people tend to marry
other obese people and, parenthetically, to produce obese
children.*

Fatness as a Medical Issue

Not only the societal but also the functional and indirectly
the medical consequences of an excessive accumulation
of far also have been recognized for millennia. Nevertheless,
the concept that “body build” (fatness) is a major population-
based medical issue gained popularity in this country only
shortly befme 1900. Life insurance data accumulated at
that time” and subsequently” indicated that body weight,
adjusted for height (Wt/Ht), was an independent deter-
minant of life expectancy, and in 1910, the effects of being
overweight were noted to be greater for younger people
than for the elderly”

Subsequently, the Metropolitan Life Insurance Company
in 1959 published tables of average body weights for heights
(Wi/Hp) by gender and ar different ages.” This was based
ondam from 1935 to 1953 from more than 4 million adults,
mostly men, insured by 26 different insurance companies.
The risk for development of certain diseases as well as mor-
tality data relared to Wt/Ht differences also were analyzed
and reported in the 1960 Statistical Bulletin of the Metro-
politan Life Insurance Co.*

The Wi/Hr tables were used for many years as a reference
for population-based studies. If a person’s Wt/Ht was 20%
above or below the mean for that height category, he/she
was considered to be overweight or underweight, re-
specively. The insurance data also indicated the ratios of
weights for heights (the term used was “body build”) at

which mortality was lowest in adults. The lafter was re-
ferred to as the “ideal” or later the “desirable” weight. All
of these data were periodically updated.” Interestingly,
from 1959 to 1933, the desirable weight, that is, the weight/
height representing the lowest mortality had increased "'
Howaver, a “‘desirable body” weight for height was in-
variably lower than the average weight for height in the
insurad population.” '™

Problems With the Wt/Ht (Body Build) Index
Early on it was recognized that tall people had a lower
death rate than did short people”®'* with the same Wt/Ht
ratio. It also was recognized that a person’s height in geneml
and leg length in paricular could affect the calculated
body massadjusted for height. A person’s bony frame, that
is, bone mass, also could affect the interpretation of this
ratio. In general, it reflected whether one was narrowly or
broadly built. Thus, efforts were made to. dimin:ne lower
limb length and frame size as varables.”'" The suaregy
was to develop representations of body bmld that is, charts
of weight/height thar were independent of these variables.
The overall goal was to have the same distribution of
W/HL at each level of height

Although not stated, the implicit goal in developing these
tables was to define a person’s fat mass asa proportion of
their total mass, irrespedive of their height or frame size."*
Efforts were made to adjust for frame size (nonfat mass)
by categorizing people as those with a small, medium, or
large frame. Estimation of frame size was attempted using
a number of measurements including shoulder width, elbow
width, knee width, ankle width, and so on.'” None of these
were widely adopted. Nevertheless, frame size based on
elbow width was included in the Metropalitan Life weight/
height tables, """ even though it was never validated.

Mathematical Adjustment of Body Build
Mathematically, the issue of adjusting body build for dif-
ferences in height was approached with the concept thar
the body, particularly the trunk, could be considered as
being a 3-dimensional volume or mass. Thus if a tall per-
son were simply a saled-up version of a short person,
weight would increase approximately with the cube of
height.'” Indeed, several equations were developed and
tested based on this concept; that is, the cube rom of weight
divided by height (*+ 'WUHEJerelghif height * and so on,
but none were ideal '” This is because tall people are not
just scaled-up versions of short people. As indicated pre-
viously, they tend to be more narrowly built resulting in a
greater lean/fat proportion of body mass.

Later, it was shown that the body mass for height acrually
scaled best with weight for height when the height was
raised to the 1.6 to 1.7 exponent (We/He,™ 4 erc) ' Thus,
with an increase in Ht, the effect of Ht on the mtio is expo-
nential, whereas the change in Wt is linear. This has the effea
of Ht on the ratio to be magnified as Htincreases. Overall,

it results in alower ratio in tall people than will be obtained
with just a Wr/Hz ratio. Thus, it potentially compensates for
a narmwer build in tall compared with shom pzople.
This exponent is not convenient for use in population-
basedstudies, and it was determined that Wi/Ht" generally
was satisfactory.®® The laner represents the Quetelet
Index It was developed by Dr Quetelet in the 1800s.

Lambert Adolph Jacque Quetelet

1 would like to briefly mention who Dr Quetelet was and
how the “Quetelet Index” was denved.” ™ Lambert Adolphe
Jacque Quetelet (1796-1874) was a Flemish astronomer
and statistician. Indeed, he is considesed to be the patriarch
of satistidans. He introduced the concept of “social aver
ages.” In developing the “social average” concept, his goal
was to determine the chamcteristics of an “average man”
and the distibution of varous human characteristics around
the “average man.” Overall, it was his desire to obtain a dis-
tribution such thar it formed a bell-shaped curve, thar is, 2
Gaussian or normal distribution. He referred to his studies
as "social physics.” Thus, this represents the first appli-
cation of distribution mathematics to human characteris-
tics. 1n 1835, Quetelet nowed the body 1mass relationship
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to height in normal young adults was Iehst affected by
height when rthe rario of weight ro heighr squared was
used rather than merely using the ratio of the weight to
height or weight to height raised to the third power.'®

Adoption of the BMI as an Index of Obesity

In 1972, Keys et al'® severely criticized the validity of
Metropolitan Life Insurance published data per se, and the
then-published tables of desirable weight for height, as
well as the tables used to define people who were under-
weight or overweight ” (The pejorative term “obese” was
rarely used in that era.) Instead, Keys et al, using better
documented weight for height data, populbarized the Quetelet
Index in population-based studies. They referred to it as
the body mass index (BMI). Thus, Quetelet Index = body
weight (kilograms) divided by height squared (meters) = BML
As indicated above, by squaring the height, it reduces the
contribution of leg length in the equation and tends
normalize the body mass distribution ateach level of height;
that is, it reduces the effect of a variance in height in the
relationship of weight to height. This was considered to be
important because most of body fat is in the trunk. Nev-
ertheless, as ako pointed out by Keys etal,' even the BMI
rather poorly represents a person’s percent of body fat.
Despite all the critictsms, the Metropolitan Life Tables cri-
teria for defining obesity were widely used in the United
States until the early 1990s.***' At about that time, the
World Health Organization (WHO) classification of body
weight for height, based on the BMI, was puhlished,zﬁand
later it was widely adopted. ™"

BMI Distribution in a Normal Population

Although a BMI determination reduces the effect of lower-
extremity length on the Wit/Ht ratio, whether one uses the
BMI or merelythe ratio of weight to height, the population
distribution is still not Gaussian. That s, it is not symmet-
rical but is always skewed to the right, that is, toward a
higher ratio of weight (body mass) to height. For example,

the distribution of BMIs in adult American men and women
was determined in 1923 in 1026 individuals (Figure).” The
median BMI was 24, but the mean BMI was 25. The dis-
tribution curve clearly indicated a skewing toward an in-
crease in BMI, and this trend has continued.*”

This skewing is not surprising because a markedly reduced
BMI, theoretically and actually, would be incompatible
with life because of an excessive reduction in lean as well
as fat mass as a result of under nutrition™ or disease. In
contrast, excessive accumulation of body fat with main-
tenance or usually an increase in lean mass™* is at least
compatible with life, even though itmay eventally affect
long-term survival,

WHO and the Categorization of BMIs Into Quartiles
In 1993, the WHO assembled an Expert Consultation Group
with a charge of developing uniform categories of the BML
The results were published as a technical report in 195.*
TFour catcgorics were established: underweight, nomual,
overweight, and obese. An individual would be considered
to be underweight if his/her BMI was in the range of 15 to
19.9, normal weight if the BMI was 20 to 24.9, overweight if
the BMIwas 25to 29.9, and obese if itwas 30 to 35 or greater.
Using linear regression, a BMI of 16.9 in men and 137 in
women represents a complete absence of body fat stores !
The above 4 categories are similar to those suggesied by John S.
Garrow in 1981, but the terminology was changed. The
termmology he used was “desirable” fora BMI upto 25, “grade
1 obesity” between 25 and 29.9, “grade Il obesity, " between
30 and 40, and “‘grade [Tl obesity” for BMI greater than 40,
The laner clssification was based on Rosenbaum and col-
leagues™ own data ohtained in a survey of an adult popula-
tion, aged 16 to 64 years, in Great Britain and published in 1985,
The population-based data indicated the majority of people
were in the "desirable” range of the BMI distribution as in-
dicated in Table 1. Unfortunately, this distribution is not
and has not been similar to those found in other surveys.
The BMIs have been higher.

At the time that the WHO classification was published, the
National Institutes of Health (NIH) in the United States
classified people with a BMI of 27 8 (men) and 27.3 (women)

Garrow Classification
Obesity
Desirable Grade| Gradell Gradelll

M [Uptoz9| 25299 | Goa) | 0 |
67.6 24 8 0.4

582 34 B 0.2
Abbreviation: BMI, body mass index

Women
Men
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or greater as being overweight. If they were below this
BMI, they were considered to be “normal ” Thiswas based
onan 85% cutoff point of people examined in the National
Health and Nutrition Examination Stucly (NHANES) I
Subsequently, in 1998, the cutoff pointbetween normal and
overwdght was reduced 0 a BMI of 25 © bring it into line with
the 4 categories in the WHO guidelines.*>* Parenthetically,
this instantaneously converted millions of Amernicans from
being “normal weight” to being “overweight.”

In 1997, the International Obesity Task Force expanded
the number of BMI categories to include different degrees
of obesity and changed the terminology modestly ** A
BMI of 25 to 29.9is referred as “preobesity,” a BMI of 30 to
34.9is class | obesity, 34.910 39.9 is class Il obesity, and a
BMI of 40 or greater is class [l obesity.”**

The new terminology appears to be a bit presumptuous
and careless because the BMI is not a direct measure of
percent of fat mass, and the dynamic concept that those in
the former “overweight” category are now in the “precbesity”
category invariably going on to “obesity” is not the case.
Also those with a lower BMI initially, but with a dynamic
weight gain over time, would have to transition through
this caregory in order to become dassified as “obese” regard-
less of the terminology. By analogy, should those classified
as "underweight” now be referred to as being “prenormal'?

Distribution of BMI in the General Population
It should be understood that in Western population-based
stuchies, generally the mean or median BMI is about 24 to
27242373940 Thys, the consequence of adopting the WHO
classification is that ~50% or more of the general adult
population will always be in the overweight (now pre-
obese ) and obese categories. Indeed. the term “overweight”
or particularly “preobesity” is prejudidial since people in
this category are a major part of the expected normal dis-
tribution of BMI in the general population, and this has
beenthe case for decades. Unforrunately, in discussing the
so-called “obesity epidemic,” the number of people in the
overweight (preobese) category genenally is lumped to-
gether with those in the obese category in arderto advertise
and dramatize the perceived seriousness of this issue.
Regardless of the terminology and population reference
issues, at present the BMI is the currency by which we
define the obesity tssue throughout the Western world. It
was developed for the convenience of the epidemiolo-
gists, and indeed it did provide a uniform codification of
body weight for height reporting. The BMI categories are
shown in (Table 2),

BMI as a Determinant of Body Fat Mass

A particular problem with BMI asan index of obesity isthat
it does not differentiate between body lean massand body
fat mass; that is, a person can have a high BMI but still have
a very low fat mass and vice versa. ™'

Underweight 15-19.9
Nomal weight 20-24.9
Overweight 25-299
Precbesity

Class | abesity 30-349
Class Il obesity 35-39.9
Class Il obesity >40

Abbreviation: BMI, body mass index

From an anatomical and metabolic perspective, the term
obesity should refer to an excessive accumulation of body
fat (triacylglycerols), and upon these grounds, the accuracy
of the BMI as a determinant of body fat mass has been
repeatedly questioned,' ™" hecause it dearly has
limitations in this regard. Gender, age, ethnic group, and
leg length are important variables,***** it should be noted
that in population-hased studies women generally have a
BMI that is lower than that in men, even though their fat
mass relative to their body build or BMI is considerably
greater (~20% to 45%+),

The relatively poor correlation between percent of body
fat mass and BMI in males has been known for many
years'” and was clearly shown in a study in which percent
of body fat was determined by a densitometric method.™
For men with a BMI of 27 in that study, the 95% confi-
dence intervals for percent of body far were 1006 0 32%;
that is, in this group, the percent of body fat varicd from
very little to that considered to be in the obesity range.
(NIH-suggested criterion for obesity based on percent of
body fat for men is >25%, and that for women is >35%.%)
The relatively poor correlation berween percent of body
fat mass and BMI also clearly has been shown more re-
cently in the NHANES 11l database in which bioelectrical
impedance was used 1o estimate the fat component of
body compasition.*' In subjects with a BMI of 25 kg/m”,
the percent of body fat in men varied between 14% and
35%, and in women it varied between 26% and 43%.
Thus, using the NIH-suggested criterion based on per-
cent of body fat to define obesity, subjects with a BMI of
25, a group that would be considered to be essentially
normal, were associated with a body fat mass that varied
again between low normal to obese, Also itis of interest
that in the entire NHANES cohort, the BMI correlated better
with lean body mass than with fat mass in men.*' More
recent NHANES data also indicate a poorcorrelation of BMI
with percent of body fat, particularly in men,™
Inaddition, in a recent study in individuals with or without
diabetes in which the loss of lean body mass with aging
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was reported, the mean BMI in those without dinbetes was
26.8. In those with diabetes, the BMI was 29 1; that is, it
was higher asgenerally expected. However, the percent of
lean body mass was the same; that is, the increased BMI in
those with diabetes was not due only to an excessive ac-
cumulation of far.™

Trends in Body Weight and Height

Over the past several decades, there has been an increase
in BMI in the general population. This has resulted in
predictions of a public health disaster. It should be recog-
nized that in the United States during the period from 1960
to 2002 not only has the mean weight increased by 24 b
among men aged 20 to 74 years, but also the height has
increased by about 1 in. We can then calculte that the
weight increase per year has only been 0.57 Ib, and as in-
dicated above, this could be due to an increase in lean mass
rather than fat mass, or it may be a combinationof the two.
In women, there was a similar increase in weightand height
Inan eadier report, life-insured men up to age 40 yearswere
reported to be 0.5 to 1.5 inches taller and 2 to 9 Ib heavier for
the same height in 1959 than those studied 50 © 60 years
prior to 1959, Also, in the earlier stucly, the morality rate
was lowest in those with higher weight-to-height ratios.
This was atiributed to the presence in the population of
wasting diseases such as tuberculosis that resulted in an
increased death rate.'® Previously, a secular upward trend
in height in adults in the United Kingdom also was re-
ported. ™ In addition, in a twin study in the United Kingdom,
children in 20035 were not only heavier bur also tmller than
1990 norms, whereas their BMIs were essentially the same”
Overall, the history of changes in height and weight in
Western European men and probably women has been
that of an increase in both weight and height. In the 17th
century, the average height of men in Northern Europe
was ~5 ft 3in. It now approaches 6 ft.%' These data suggest
that the BMI categories should be adjusted upward peri-
odically to accommodate population-based changes. Im-
provements in mortality rates also suggest an adjustment
would be useful.

Body Fat Location

An additional limitation of the BMI is it does not capture
body fatlocation information. Thisis an important variable
in assessing the metabolic as well as mortality consequences
of excessive fat accumulation, It was first recognized in
France by Dr Jon Vagueﬁz in the 1940-1950s. He noted that
accumulation of fat in the upper pan of the body versus
the lower pariof the body was associated with an increased
risk for coronary heart disease, diabetes, and also gallstones
and gout. That is, individuals who accumulated excessive
fat in the lower body segment were relatively spared from
these complications. The body fat distribution was referred
to as being “android” if it occurred in the upper body and

“ovnecoid” when it occurmred in the lower segment of the
body. This is because men tend 0 accumulate fat in the
abdominal (upper body) area, whereas women tend to
accumulate it in the peripelvic (ghmeal) area and the thighs.
A surrogate for this information has been to determine the
abdominal circumference or an abdominal/hip circum-
ference ratio, Subsequent data indicate that indeed the risk
for development of diabetes and the so-called “metabolic
syndrome,” as well as coronary heart disease, is more stongly
related to the accumulation of upper body fat than lower
body fat in both sexes. ™ That is, an android (male) dis-
tribution more closely predias the development of the
chronic diseases of aging than does the gynecoid (female)
distribution.

More specifically, both visceral fat accumulation®* and
an expanded girth have been assoriated with development
of insulin resistance, diabetes, and risk for coronary hean
disease and hypertension.****7** Accumulation of fat in
the abdominal area appears © comelate best with triacylgly-
cerols accumulating in the liver and skeletal musde. These
may actually represent the pathogeneticially important me-
tabolic consequences that result in insulin resistance and
more directly correlate with development of the above
adverse medical conditions ™™ Incidentally, the rela-
tively small accumulation of fat inthese organs would not
be detectible by BMI determinations, and they do not
correlate simply with total body fat mass.™

The Life Cycle and Location of Accumulated Fat
Prior to puberty, boys and girls tend to be lean and not
much different in this regard. Girls tend to accumulate
relatively large amounts of fat during and after puberny,
particularly in the peripelvic and thigh region; boys do not.
During and after puberty, boys accumulate a relatively
large amount of lean mass (bone and muscle) but not fat
mass. In both sexes, these changes are reflected inan in-
creased BML. With aging, both sexes tend to develop fat in
the upper pant of the body (circumferentially), that is, the
middle-age spread. "~ The reason for these changes in
amount and distribution is not completely understood.
Generally, itis considered o be due to hormonal changes.
It is of some interest that accumulation of fat in the lower
body at puberty in females is unique to humans, is not
present in any of the great apes, and most likely is es-
trogen mediated.’

In a teleological sense, why this occurs, if due to estrogen,
is uncerain. It could represent a means of maintaining
body fat during pregnancy without an undue expansion in
abdominal girth. It also may act as a counterbalance when
women carry a child eitherduring pregnancy or afterward.
It also may be a space-illing fat site due to the relatively
larger pelvis in postpubertal females. Overall, it may re-
present an adaptation to the human upright bipedal pos-
ture, In any event, it results in a lower center of gravityamong
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women compared with men. Indeed, the lower body seg-
ment in females becomes ~4(%46 greater than in males (quoted
in Singh, 1993)," and it has strong sex-related overtones.
Notonly isthigh far grearer in women than inmen, bur also
women generally have a preponderance of slow-twitch
fibers, whereas men have a preponderance of fast-twitch
fibers in their quadriceps muscles, as do upper-body-obese
women, ™ suggesting either genetic or earlier developmental
differentiation events. Could this be an adaptation for load-
bearing versus speed as a group survival adaptarion?

As indicated above, the accumulation of far with aging in

both sexes tends to occur in the truncal area and is asso-

ciated with an increase in visceral fat. In women, this could
be explained by a decrease in circulating estradiol, that is,

a decreased estrogen/testosterone ratio associated with

the menopause. (Again of some interest, it is only humans

who have a defined menopause).

In men, with aging, there is a decrease in testosterone and

a relative increase in estrogen, resulting in a decrease in

the testosterone,/estrogen ratio.” Thus, in men, a change

in sex hormone concentrations could possibly explain the
increased accumulation of fat in general. However, why
there is a preferential accumulation in the truncal location,
that is, why they too develop an increase in visceral fat, is
unclear. Clearly, locarion of far in this area would help to
maintain mobility. The larter could be of great importance
in hunter-gatherer societies and in defense of the tribe.

Perhaps the distribution is programmed by gender earlier

in life.

In this regard, ir should be recognized that the accumu-
lation of fat in certain body areas as well as the total amount
of fat accumulated has a strong genetic or at least a familial
component that diminishes with age 3% %5

Methods of Estimating Body Fat Mass and
Location of the Fat

Ar present, simple, accurate methods for measuring per-
cent of body fat and, in particular, body fat in different fat
depots are not available. The indirect methods currently in
use for estimating total percent of body fat indude un-
derwater weighing, an air displacement and density de-
termination using a Bod Pod, a bioelectrical impedance
analyzer, and a determination of the isotopically labeled
water mass. In the past, determination of the total body
radioactive potassium and thus metabolizing tissue mass
have been used to estimate lean body mass, and by dif-
ference, the fat mass.™

Anthropometric determination of far mass directly has been
done using skin-fold thickness measured at various sites,””
A dualenergy xray absorptiometry (DEXA) scan, which
provides a 3-dimensional picture of body organ densities,
can be used for estimating total body fat. Its location also
can be determined. Single computed tomography (CT)
slices of the abdomen and thigh can be used to obtain 2

dimensions of those fat depots from which a 3-dimensional
far area can be reconstructed. This also can be done using
magnetic fesonance imaging, but magnetic resonance im-
aging is very expensive. One cannot do serial sections of
the body using CT to determine fat mass because of the
excess radiation associated with this procedure.

Because of their convenience, bioeledric impedance methods
or DEXA scans are the most commonly used to estimate
the amount and, with DEXA scans, the location of body fat
depots. Estimates of abdominal and thigh fat depats also
can be estimated using CT slices. ™ ™=

All of the previously mentioned methods use certain as
sumptions in the calculation of body fat mass, and all are
subject to potential error. Nevertheless, there are more
spedfic methods of determining body fat mass than is the
BML Important information regarding the location of the
stored fat also can be determined with some methods.

It now is generally accepted that a relationship berween
BMI and mortality risk should be applied only to large
populations. It should not be applied to an individual inan
undqualified fashion. As indicated previously, there is the
issue of being "overweight” versus "over fat.” In addition,
a segment of the population is now considered to be
“far” by any criteria but “fit" and not at risk for early
mortality. 51

BMI and Morbidity and Mortality

The BMI classification system currently is being widely
used in population-based smidies to assess the risk for
mortality in the different categories of BML. Italso is being
used in regard to specific etiologies for mortality risk.
However, as with its use to estimate percent of body Ffat, it
is a rather crude approach. Even when some comorbidities
are considered, the correlation of mortality rates with BMI
often does nottake into consideration such facorsas family
history of diabetes, hypertension, coronary hean disease,
metabolic syndrome, dyslipidemias, familial longevity or the
family prevalence of carcinomas, and so on. Recently it has
been reported that more than 50% of susceptibility to cor-
onary antery disease is accounted for by genetic variants.”
Frequently, when correlations are made they also do not
take into consideration a past as well as a current history of
smoking, alcohol abuse, serious mental disorders or the
duration of obesity, when in the life cycle it appeared, and
whether the body weight is relatively stable or rapidly
progressive, that is, type 1 or type 2 obesity.”*** In most
population-based studies, only the initial weight and/or
BMI are given, even though weight as well asfat storesare
known o increase and height to decrease with aging. In ad-
dition, the rate of weight gain varies among individuals, "
as does the loss of muscle mass.”” Muscle mass has been
cormelated negatively with insulin resistance and predia-
betes. ™ Lasly, population-based studies do not mke into con-
sideration the present and past history of a persan’s ocaupation,
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medication-induced obesity, and how comorbidities are
being treated. All of the above are significant issues.

More Explicit Problems in Relating the BMI to
Medical Issues

Based on dam in the literature, there are several additional
problems in determining associations between BMI and
overall death rate or, more specifically, cardiovascular
events or death rates. Many obess people do not have car
diovascular risk factors, and in those who do, BMI no longer
comehites with cardiovasaular events™™ ! whan the un-
toward effects of these other factors are factored out. An-
other issue is that the treatment status of the previously
mentioned cardiovascular risk factors often is unknown or
not stated; that is, the efficacy of reatment is rarely con-
siclered. This also s e cases For dialxewes, For example, the
prevalence of disbetes has been increasing but not the
disease-spedific death rate.'™ Also, in people with dia-
betes, the death rate from cardiovascular disease has de-
creased dramatically,

The "Obesity Epidemic”

Recently, there has been concern that an epidemic of
obesity is occurring, not only in the United States, but also
worldwide based on BMI data. In the NHANES data, there
has been a change in the mean but to a greater extent in
the distribution of BMI for adults aged 20 to 74 years in the
United States.* That is, the mean BMI has increased, bur
there has been a greater increase in skewing toward the
right and very large BML. This results in more individuals
being categorized as “obese.” The reason for the recent
increase in mean BMI, but particularly in those in the
obese category, is unknown, although there are many
speculations. The dramatic deaease in smoking is likely
to have been a contributor.”1™®1% Smaking contributes
to populition-based BMI by at least 2 mechanisms. Smoking
impairs appetite per se. It abo is pathogenetically impor-
tant in the development of chronic obstructive pulmonary
disease, which itself results in a lower body mass. Of some
interest, NHANES data also indicate that the rend of an
increase in BMI has not continued since 1999 in women
and only modestly in men.® Smoking rates also have
stabilized at a low level.

Is Being “Overweight” by BMI Criteria a
Medical Issue?

Regardless of an observed increased skewing in the BMI
distribution, it is important to note that several recent
studlies indicate that for maost of us being a bit overweight
(preobese?) as determined by BMImay not be so bad. '
The EPIC observational study is a population-based study
that includes 359 387 individuals aged 25 to 70 years living
in Europe.”™ The mean age of this group at the initiation
of the study was 51.5 years, and the mean follow-up has
been 9.7 + 2 years. In this study, both the cqude and ad-

justed relative risk of death among men was actually the
lowest in those with a BMI of 26,5 to 28, that is, those in
ihe overweight (preobese) category. Also, a significant
increase in risk of death was present only among those
with a BMI of less than 21 or greater than 30, That is, there
is a wide range of BMIs in the central pan of this popu-
hation in which there was relatively little impaa of BMI on
risk of death over a 9.7-year period.

Similar data were obtained in the NIH-American Associ-
ation of Retired Persons study of 527 265 men and women
between the ages of 50 and 71 years in the United States
and followed for up to 10 years.'"” The lowest death rate
in the entire cchon was among those in the “overweight”
category, and this was particularly true among the men.
There also was a broad range of BMIs over which there
was little difference in mortality (BMI of 235 1o 30),

The NHANES data going back to 1971 and up to 1994 also
indicate that the relative mortality risk is lowest in men
witha BMIof 25to 30 inallage gmu?s, that is, from the age
of 25 years up to the age of 70 years.""” In addition, the risk

of mortality was lile affected by a BMI from 18.5uptoa
BMlot 30 in all age categories. Indeed, in those older than

70 years, there was little impact on the death rate even if
they were inthe obese category. Similar results have been
reported for women in the NHANES reports.' ' The lowest
morality occurred with a BMI of 27.

In a Canadian study, the age-adjusted morality rate over
13 years in men was essentially unchanged in those witha
BMI of 185 up to 35, that is, from the Normal Weight
category through the obesity class | category. In women,
there was only a modest increase over the same range. "'
In summary, there is a large range of BMIs over which
there is lide assocation with the death rate. Generally,
the range is from a BMI of 21 up to and often including
30. It is centered in the 24-to-28 BMI range. This infor-
mation is not entirely new. Andres''* in 1980 summarized
16 different population-based studies in which anthro-
pometrically determined obesity was not assodated with
increased morality rate. A detailed analysis in 1960 of the
Metropalitan Life Insurance data also suggested linle in-
crease in mortality rates in people with a degree of over-
weight less than 20% or more above the average for a
given height and age (quoted in Keys et al™).
Interestingly, in the EPIC observational Study,'™ when the
waist circumference—-to-BMI ratio was calculated, that is,
adjusting the waist circumference for BMI, it tended 1o
linearize the association of BMI with risk for death, and
the ratio was greatest for those with a low BML. Thus, even
if an individual had a low BMI but a relatively increased
waist circumference, the risk was increased. Indeed, for
any given BMI, a S-cmincrease in circumference increased
the risk of death bya factor of 1.17among men and 1.13for
women. Also in this study, the overall greatest mortality
risk was in those individuals with the lowest BMI and not
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those with the highest BML. Nevertheless, even in the
caregory with the lowest BMI, adjusting for waist circum-
ference affected the mortality rate negatively. This again
indicates the importance of the location of body fat in
addirion to the total amount of far accumulated.

A recent analysis of 50 prospective observational snuidies
indicated the lowest mortality at a BMI of 23 to 25. How-
ever, these data were obtained in the 1970s and 1980s in an
aggregate population with a mean BMI of 24.8, that is,
lower than at present. The increased mortality at higher
BMI's was modestup toa BMI of 27.5, and the authors could
account for the excess mortality largely on the risk factors
known to be associated with obesity. The latter are cur-
rently being much better treated than in that era.’ ®

Issues to be Resolved When Relating BMI With
Health Determinants

Ovenall, a major unresolved issue is which factor of the
following is more important in the prediction of comor-
bidities such as cardiovascular disease, diabetes, hyper-
tension, malignancies, oroverall death rates. Isit BMI, total
body far mass, or the distribution of body fat, that is, vis-
ceral versus subcutaneous, or upper body fat accumula-
tion (as determined by abdominal circumference, or a
waist/hip ratio, or some combination of these, and so on)?
The EPIC'™ data suggest that where fat is accumulared is
much more important than merely the BMI, with the ex-
ception of those with an exceeding large total far mass.

SUMMARY AND CONCLUSION

Itis time to move beyond the BMI as a surrogate for de-
termining body far mass. Alternatively, if BMI continues ta
be used, the citegories and definitions should be changed
to reflect the current distribution of BMIs in the general
population.

A better means than the BMI for estimating percent of
baody fat and its relationship to mortality and various mor-
bidities clearly would be desirable.

The BMI was not originally developed for use spedfically
as an index of fatness in population-based studies. How-
ever, it has been coopted for this use because it is a readily
obtained metric, It should be understood that the BMI has
serious limitations when used as an indicator of percent of
body fat mass. Indeed, it may be misleading in this regard,
particularly in men. The terminology currently used also is
prejudidal, By definition, one-half or more adults in the
recent past and currently are overweight (preobese) or
obese in Western, industrialized nations.,

The current BMI classification system also is misleading in
regard to effects of body fat mass on mortality rates. The
role of fat distribution in the prediction of medically sig-
nificant morbidities as well as for mortality risk & not
captured by use of the BMI. Also, numerous comorbidities,
lifestyle issues, gender, ethnicities, medically significant

familial-determined mortality effectors, duration of time
one spends in certain BMI categories, and the expeaed
accumulation of fat with aging are likely to significantly
affect interpretation of BMI data, particulady in regard to
morbidity and mortality rates. Such confounders as wellas
the known clustering of obesity in families, the strong role
of genetic factors in the development of obesity, the lo-
cation in which excessive fat accumulates, its role in the
development of type 2 diabetes and hypertension, and so
on, need to be considered before promulgation of public
health policies that are designed to apply to the general
population and are based on BMI data alone.

Clearly, obesity, as determined by BMI, is not a monotypic,
age-invariant condition requiring a general public health
“preventarive” approach. A BMI-determined categoriza-
tion of an individual should not be used exdusively in
counseling or in the design of a reatment regimen. In
addition, when considering weight loss regimens, varia-
tions in body weight atributed to weight loss and dietary
cycling may be hazardous."“'* They have been associ-
ated with an increased mortality rare %1 17:119,121713 e
concept of starvation-associated obesity' ' also needs
to be considered.

Prevention and/or Treatment of
BMI-Determined Overweight or Obesity

Clearly episodic starvation or semistarvation regimens are
not the answer,' nor are population-based efforts to
increase fresh fruits and vegetables and tax soda pop, and

so on. In my opinion. the maior focus on prevention and
treatment should be on those unformunate individuals who

are grossly obese, mechanically compromised, and who
are at very high risk for death.™" Surgical gastrointestinal
intervention has proven to be at least partially successful
in improving fuel regulation and storage.' ' Hopetully,
medications will be developed thar will reinstimite a
metabolic fuel regulatory system that prevents the re-
lentless accumulation of body far, which is characeristic
of those who are grossly obese. For others, an improve-
ment in physical fiiness may be salutary.

A Personal Perspective Regarding the

Obesity Epidemic

Currently there are 4 truths regarding histo rical changes in
body weights and the prevalence of obesity. People of
Western European extraction are on average (1) heavier,
(2)taller, and (3) more likely to be “overweight” or “obese”
as defined by current BMI standards than those in other
parts of the world. However, (4) it also should be pointed
out they are healthier and are living longer than in any
previous period in history, ™!

Beginning in the 17th centry,” the general underlying
theme inall the studies done on weight gain in populations
is an increase in height as well as weight. These changes
are likely to be due to an increase in high-quality dietary

o1
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protein (animal produas), as well as an increased avail-
ability of toral food energy in the diet. Thatis, there was not
onlyanincrease in food availability and variety, butalsoan
increase in food quality.'™ The near elimination of chronic
and serious acute infectious diseases also may have played
a role, as has the dramatic decrease in cigarette smoking
and its serious medical consequences.

The net effect of the above is that the chronic diseases of
aging have become more of a public health problem, but
better treatments are widely available. The prevalence of
type 2 diabetes hasincreased, butoverall the cardiovasaular
death rate has deercased dramatically. The death rate from
malignancies is decreasing, and there has been a remark-
able improvement in longevity, which is continuing. ™!
The latter also is likely to continue into the furure. '+
Some view the secular trend in the LS population over the
past 40 years as being one in which the population in
general is “more obese, more diabetic, more arthritic, more
disabled, and more medicated” but living longer.'** A less
sanguine view is indicated by others.'* Many consider the
overabundance of “calorie dense, processed foods,” the
availability of soda pop,™ and presence of fast-food res-
taurants and large food portion sizes to be strong, patho-
genetic, obesity-inducing factors,"” or more broadly, they
consider ohesity to be due to a “toxic” or “poisonous” food
supply."® Some also are concemed that the increase in
obesity (defined by BMD will overwhelm any gains in
health and life expectancy noted over the past several de-
cades, that is, an Apocalypseawaitsus."™ land others™***!
do not share this pessimism.

Finally, 1 would like the political activists and doomsday
prophets whose professional careers appear to depend on
frightening the public and inducing politicians to pass
restrictive laws without proven value, to be introduced to
the prescient comments made by A. E. Harper'™ 33 years
ago. It is clear that currently we have a case of “déjavuall
over again.”

In regard to prediaing the future, a wise person whose
name | cannot recall stated presdently “Predicting the
future is afool’s playground™; the physicist Neils Bohrsaid,
“Prediction is very difficulr, especially about the future,” or
as stated by that sage of the baseball world, Yogi Berra,
“The future ain’t what it used to be.” Bertrand Russell said,
“Fools and fanatics are always so sure of themselves, but
wiser people are so full of doubt.” The true scientist should
always be a skepric.
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