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SIGNIFICADO

Agua potable

Ayuno
Diabetes

Diglucido

(disacarido)

Edulcorante

Endotelio

Espécimen

Esterilizacion

Estudentizado
Eutanasia

Falacia

Fructosa

Glucégeno

Glucdlisis

Glucosa

Aquella que no contiene contaminantes objetables, ya sean
quimicos o agentes infecciosos que no causa efectos nocivos
al ser humano y cumple con las caracteristicas requeridas
por la NOM-127-SSA1-1994

Cese total o parcial de la ingesta caldrica

Enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas
produce insulina insuficiente o el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce

Compuesto resultado de la formacion de un enlace
glucosidico entre un grupo reductor de un monoglucido con
cualquier grupo hidroxilo de otro (ejemplo: sacarosa)

Aditivo alimentario agregado a los alimentos con la finalidad
de dar sabor, sensacion de dulzura y originalmente proveer
de una fuente de energia

Monocapa de células endoteliales que forma la superficie
interna de los vasos sanguineos. Es una barrera altamente
selectiva y un érgano metabdlicamente activo con un papel
crucial en la homeostasis vascular

Muestra, modelo, ejemplar, normalmente con |las
caracteristicas de su especie muy bien definidas

Técnica de saneamiento cuya finalidad es la destruccion de
toda forma de vida, aniquilando todos los microorganismos,
tanto patdégenos como no patdgenos, incluidas sus formas
esporuladas, altamente resistentes

En estadistica, cuando una medida sigue o se obtiene de una
distribucion t-Student

Intervencion voluntaria para acelerar la muerte de un ser vivo
evitando sufrimiento o dolor

Del latin fallacia. 1. f. Engafio, fraude o mentira con que se
intenta danar a alguien. 2. f. Habito de emplear falsedades en
dano ajeno (https://dle.rae.es/falacia?m=form)

Glucido con la misma cantidad de carbono, hidrogeno y
oxigeno que la molécula de glucosa, pero con diferente
estructura. Por los enormes subsidios que los EE. UU. dan a
sus agricultores de maiz, el almidon obtenido de este es
transformado quimicamente a mieles fructosadas que son
ampliamente usados en la industria confitera y de bebidas
endulzadas

Macromolécula de estructura ramificada formada por los
excedentes de glucosa en el organismo que tiene masas
moleculares de diez millones de daltones (Estructura del
glucégeno, www3.uah.es)

Via catabolica en la que la glucosa se transforma en dos
moléculas de piruvato, ATP y NADH* H*

Debido a este hidrato de carbono, cuya formula es CsH120s,
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TERMINO

SIGNIFICADO

Grelina

Grosso modo

Homeostasis
energética
Homeotermia

Innato

Insulina

Isocaldrica
Isoproteica

Leptina

Lipogénesis

Masa

Monoglucido (Antes

monosacarido)

se denomina glucidos a los compuestos que tienen C, Hy O.
Es el glucido por excelencia que dimerizado, oligomerizado y
polimerizado forma una enorme cantidad de compuestos que
se encuentra naturalmente en los alimentos y se ocupa
industrialmente en productos de confiteria, panificacion y en
bebidas endulzadas

Hormona secretada principalmente en el estbmago que
regula la motilidad y secrecion acidica gastrica, metabolismo
lipidico y de la glucosa, secrecion pancreatica, aumenta el
apetito y la ingesta alimentaria

Expresion en latin que significa ‘'aproximadamente', 'a
grandes rasgos' o 'sin entrar en detalles'. Se conforma con
las palabras, en ablativo, grossus, que significa 'grueso’ o
'‘burdo’, y modo, que podria traducirse como 'manera’.
Literalmente, vendria a significar 'de manera burda'

Conjunto de procesos fisiologicos que se llevan a cabo en el
organismo para mantener un balance energético correcto
Proceso mediante el cual los organismos mantienen su
temperatura corporal casi constante a pesar de las
fluctuaciones ambientales

Del lat. innatus, part. pas. de innasci 'nacer en', 'producirse’.
1. adj. Connatural y como nacido con la persona misma
(https://dle.rae.es/innato?m=form)

Hormona secretada por las células beta del pancreas
principalmente en respuesta a la presencia de glucosa en la
sangre y otras sustancias contenidas en los alimentos

Que con la misma masa posee la misma cantidad de calorias
que otro

Que con la misma masa posee la misma cantidad de
proteinas que otro

Hormona sintetizada en el tejido adiposo que estimula una
zona en el hipotalamo enviando una sefal de que se cuenta
con el tejido adiposo suficiente, inhibiendo la ingesta
excesiva de nutrientes de los alimentos y aumentando el
gasto energético

Serie de reacciones bioquimicas que se dan cuando hay un
exceso de ingesta de nutrientes en el organismo y que
terminan con la sintesis de acidos grasos

Magnitud fisica fundamental que indica la cantidad de
materia contenida en un cuerpo, su unidad de medida en el
Sistema Internacional de Unidades es el kilogramo (kg)
Carbohidratos de baja masa molecular compuestos de entre
tres y ocho atomos de carbono (solamente dos provienen de
la sacarosa: la fructosa y la glucosa por ello la tendencia es
ya no llamarlos sacaridos sino glucidos)



TERMINO

SIGNIFICADO

Obesidad

Oligoglucido (Antes
oligosacarido)
Peso

Poder edulcorante
Poiquilotermia

Poliglucido (Antes

polisacarido)

Popote

Refresco

Resolucion

Sacarosa

Sindrome metabdlico

Triacilglicéridos o
triglicéridos

Acumulacion excesiva de grasa corporal, especificamente
tejido adiposo blanco, que afecta negativamente el
metabolismo y la salud

Polimeros de hasta 20 unidades de monosacaridos unidos
mediante enlaces glucosidicos

Es una magnitud vectorial que representa una fuerza que
depende de la atraccién gravitacional. En términos de fisica
clasica el peso es la fuerza de atraccion que un campo
gravitacional aplica sobre un cuerpo. Esta magnitud se mide
en Newton (N). Es correcto decir “peso en esta bascula 60 kg
fuerza o kilopondios” pero incorrecto decir “mi peso es de
60kg). Esto ultimo debe decirse “mi masa (corporal) es de 60
kg o, en todo caso “mi peso en la Tierra es de 60kg fuerza o
kilopondio(s) o 588 N”

Grado de dulzor de las moléculas en relacién con la sacarosa
Incapacidad de regulacion de la temperatura de wun
organismo mediante mecanismos reguladores internos
independientemente de la temperatura ambiental

Moléculas formadas por la unién de muchas moléculas de
monosacaridos entre si. Se dividen en homopolisacaridos,
cuando los monosacaridos que lo forman son iguales vy
heteropolisacaridos cuando son diferentes

Del nahuatl popotl. 1. m. Paja semejante al balago, aunque
su cafia es mas corta y el color tira a dorado, usada en
México para hacer escobas. 2. m. Méx. Pajilla para sorber
liquidos (https://dle.rae.es/popote?m=form)

Nombre dado en las zonas centro y sur de México a las
bebidas carbonatadas no alcohdlicas. En el norte de México
se conocen como sodas por la adicion del CO2 que forma
bicarbonatos en el liquido (soda en inglés)

Menor incremento de la variable bajo medicion que puede ser
detectado con certidumbre por un instrumento

Diglucido formado por una molécula de glucosa y una de
fructosa unidas mediante un enlace glucosidico. Es
considerado el edulcorante mas utilizado en el mundo y se
conoce con el nombre comun de "azucar de mesa"
Combinacién de alteraciones metabdlicas que desencadena
en problemas de salud como hipertension, diabetes mellitus
tipo I, exceso de masa corporal, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, entre otros.

También denominados grasas neutras, son ésteres de
glicerol sin carga eléctrica cuya funcion es actuar como
compuestos de energia altamente concentrada. Los tres
grupos hidroxilo del glicerol estan esterificados con acidos
grasos



V. ABREVIATURAS, SIGLAS Y UNIDADES

Abreviaturas / Significado
Siglas

ADN/DNA Acido desoxirribonucleico / Deoxyribonucleic Acid

ANOVA Analisis de varianza en inglés (Analysis of variance)

ARN/RNA Acido ribonucleico / Ribonucleic Acid

ATP Adenosin trifosfato

DE Equivalentes de dextrosa (en inglés: Dextrose Equivalent)

DOF Diario Oficial de la Federacion (México)

ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon (México)

FQ Facultad de Quimica

GRAS Generalmente reconocido como seguro (en inglés: Generally
Recognized as Safe)

IMC indice de masa corporal. Es un indicador simple utilizado por la
Organizacion Mundial de la Salud para identificar el sobrepeso y
la obesidad en los adultos por medio de una relacién entre el
"peso" (que deberia ser la masa) en kilogramos y la talla en
metros (kg/m?)

NOM Norma Oficial Mexicana

OMS/WHO Organizacion Mundial de la Salud / World Health Organization

ONU Organizacion de las Naciones Unidas

P Parametro para los analisis estadisticos (0.05)

SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion. En el sexenio iniciado en 2018, sus siglas son
SADER (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural) (México)

TAG Triacilglicéridos producidos por consumo excesivo de fructosa

UCP Proteina desacoplante (por UnCoupling Protein, en inglés)

UNAM Universidad Nacional Auténoma de México

UNEXA Unidad de Experimentacion Animal

UNICEF Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (en inglés United
Nations International Children’s Emergency Fund)

UCP Proteina desacoplante (UnCoupling Protein, por sus siglas en
inglés) para la termogénesis realizada en el organismo por el
tejido adiposo “marrén” o café o pardo

UNIDADES
°C Grado Celsius
G Unidad de masa en gramos
mL Unidad de volumen en mililitros
kcal Unidad de energia en kilocaloria
kJ Unidad de energia en kilojoule

Xl




Nota:
Esta tesis usa el punto decimal (DOF, 2009), asi como los simbolos de

porcentaje y grados Celsius junto al guarismo respectivo

Xl



VI. RESUMEN

Los aditivos alimentarios son utilizados para la produccién y satisfaccion de las
demandas alimenticias de los consumidores, pero en ciertos casos, pueden
producir danos a la salud si son consumidos en exceso. Los edulcorantes han sido
asociados con el desarrollo de ciertas enfermedades como son, el exceso de masa
corporal, la obesidad, la diabetes mellitus tipo Il y genéricamente el sindrome
metabdlico. Debido a que en los ultimos afos se ha incrementado de manera
alarmante el padecimiento de dichas enfermedades a nivel mundial, surge la
preocupacion por conocer el efecto de estos compuestos utilizados en alimentos
procesados y en bebidas endulzadas que son consumidas frecuentemente por la
poblacion mundial. En este estudio, que abarcé 165 dias, se probd el efecto sobre
los patrones de ganancia de masa corporal, el consumo de alimento y bebida y el
calculo de la ingesta energética de ratas macho y ratas hembra de la cepa Wistar
que fueron divididas en cuatro grupos de estudio, cada uno de ellos con 10 ratas
macho y con 10 ratas hembra a los que se les suministraron los siguientes grupos
de edulcorantes caldricos con los porcentajes encontrados habitualmente en las
bebidas gaseosas conocidas como refrescos: Un grupo bebidé agua potable
durante todo el periodo de experimentacion, el grupo denominado glucosa
consumio una solucion al 14% de glucosa que aportaba 0.56 kcal/mL, un grupo
llamado fructosa bebid una solucién al 7% con un aporte de 0.28 kcal/mL de este
edulcorante vy, finalmente, el grupo de sacarosa bebié una solucion al 10% con un
aporte caldrico de 0.4 kcal/mL. Las ratas, recién destetadas, se recibieron en la
sala 519 de la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA) en el Conjunto E de la
Facultad de Quimica de la UNAM con una masa corporal entre 30-60 g y se
mantuvieron durante los 165 dias de estudio con periodos de luz/oscuridad de 12
horas, con una temperatura promedio controlada de 20°C y una humedad relativa
del aire también controlada. Diariamente se les administraron comida y bebida
fresca ad libitum. Al final del periodo de experimentacion, se realizd un analisis
estadistico con el programa Statgraphics Centurion XVI de los datos obtenidos
encontrandose que el género del animal presentd un efecto significativo sobre
todos los parametros evaluados. El efecto del consumo de los diferentes
edulcorantes caldricos no fue significativo. Para el incremento en masa corporal no
se encontré alguna diferencia significativa dependiendo del tipo de edulcorante
consumido para ambos géneros. Sin embargo, la tendencia de consumo
presentada fue fructosa > sacarosa > glucosa > control para ratas macho y
fructosa > glucosa > sacarosa > control para ratas hembra. En cuanto a la cantidad
de alimento consumido no se encontraron diferencias significativas dependiendo
del tipo de edulcorante consumido por género, siendo la tendencia de consumo
para ratas macho y hembra por igual de la siguiente forma: control > fructosa >
sacarosa > glucosa. En cuanto el consumo de bebida con el edulcorante ingerido
tampoco hubieron diferencias significativas dependiendo del tipo de edulcorante
consumido por género, sin embargo la tendencia seguida fueron por grupos de la
siguiente manera: sacarosa > glucosa > fructosa > control para ratas macho y
glucosa > sacarosa > fructosa > control para ratas hembra. Para la ingesta

Xl



energética calculada considerando el consumo de bebida y de alimento de los
especimenes se encontrd que, tanto para las ratas macho como para las hembras,
hubieron diferencias significativas dependiendo del tipo de edulcorante consumido,
siendo el grupo con la mayor cantidad calculada el de fructosa, seguido del de
glucosa, luego el de sacarosa y por ultimo el control en el caso de las ratas macho
y de glucosa > sacarosa > fructosa > control para las ratas hembra. Finalmente, al
comparar estos resultados con los obtenidos en el incremento de masa corporal se
evidencié que la ingesta energética no tuvo un efecto determinante sobre el
incremento de masa, justamente porque realizaban actividad fisica de manera
correcta y su alimentacion se encontraba autobalanceada. Por tanto, debera
buscarse otra causal para la obesidad infantil y juvenil si es que se extrapolaran los
resultados de estos experimentos en este animal modelo a los seres humanos.

Palabras clave: Ratas de la estirpe Wistar, edulcorantes caldricos; glucosa, fructosa,
sacarosa, etapa de infancia y juventud, lipogénesis, sindrome metabdlico

Xiv



CAPITULO 1

PROBLEMATICA

1.1. INTRODUCCION

Los carbohidratos son la fuente principal de energia para casi todos los habitantes
del planeta. Son compuestos que contienen carbono, hidrégeno y oxigeno que al
metabolizarse producen energia y liberan dioxido de carbono y agua. Dentro de los
carbohidratos estan los monoglucidos, antes conocidos como monosacaridos ya que
no todos estan relacionados con la sacarosa: glucosa, fructosa, galactosa, etc.; los
diglucidos, como la sacarosa y lactosa y los poliglucidos como el almidén y la
celulosa (Latham, 2002). Deben constituir por lo menos el 50% del aporte total
caldrico de la dieta, ya que estos forman el glucogeno que es la reserva principal de
energia del cuerpo favoreciendo la formacion de multiples compuestos de alta
importancia en el organismo como la ribosa y desoxirribosa del ARN y DNA (Thews
y col., 1983).

Algunos de estos carbohidratos tienen un poder edulcorante, es decir, aportan un
gusto dulce si se adicionan a los alimentos. Uno de ellos es la fructosa, que
originalmente se obtenia de manera natural de las frutas. También se conoce como
levulosa y en la industria es obtenida de mieles o jarabes concentrados con hasta el
90% de este carbohidrato mediante la hidrolisis del almidén de maiz y la inversion
parcial de la glucosa a fructosa. La fructosa se metaboliza en el higado, rifidn e
intestino delgado, asociando su consumo con la alta produccion y acumulacién de
triacilglicéridos (Castillo y col., 2003). Estos jarabes son empleados como
edulcorantes sustitutos de la sacarosa por su bajo costo debido a que provienen de
maiz 100% subsidiado por el gobierno estadounidense, por su alta solubilidad y por
su mayor poder edulcorante. Estas ultimas caracteristicas le permiten ser

incorporada facilmente en forma de mieles fructosadas de maiz a los productos



(alimentos y bebidas endulzadas no alcohdlicas) realzando su sabor, color y
estabilidad (Alonso, 2010).

La glucosa, que se encuentra presente en frutas y vegetales y se conoce también
como dextrosa, se produce industrialmente a partir de la hidrdlisis enzimatica del
almidén. Se comercializa en forma de jarabe con diferentes grados de “equivalentes
de dextrosa” (DE, por sus siglas en inglés) para su uso en productos de confiteria y
bolleria, asi como también en bebidas refrescantes y otros productos alimenticios.
Es la principal materia prima para la produccidén de energia, por lo que se absorbe
en todas las células del organismo mediante transportadores especificos (Plaza-
Diaz y col., 2013).

La sacarosa es el edulcorante energético y conservador mas antiguo, junto con la
sal. Es utilizado actualmente en la industria alimentaria como edulcorante sin
considerar sus efectos conservadores. Es un diglucido (antes disacarido) formado
por una molécula de glucosa y una de fructosa unidas por un enlace glucosidico. Es
el estandar de sabor dulce en los alimentos con un poder edulcorante de 1, siendo
obtenida a partir de la cafia de azucar (Castillo y col., 2003) y la remolacha (Bos-
Klomp, 1995; Klomp y col.,, 1995). Tiene una denominacion GRAS (Generally
Recognized As Safe) en la legislacion estadounidense y es ampliamente utilizado en
una gran variedad de alimentos y bebidas como refrescos, bebidas de fruta,
productos horneados, caramelos, mermeladas, alimentos enlatados y yogurt
(Alonso, 2010), no solamente por su sabor sino principalmente por su funcién como
agente conservador ya que impide la proliferacién de microorganismos debido a la
presion osmaotica que provoca.

El uso recurrente de jarabes glucosados y fructosados provenientes de Estados
Unidos en alimentos se debe a su bajo costo por los subsidios al maiz de ese pais,
en comparacion con la sacarosa (azucar) producida en México, cuya produccion
alcanza mas de 5 millones de toneladas al afio (Garcia-Chavez y col., 2019). Para la
mayoria de los mexicanos que no tienen los recursos necesarios para mantener una
dieta correcta a buen precio y de buena calidad, los productos baratos elaborados a
partir de este tipo de jarabes fructosados han resultado ser una opcién de consumo,

pero a la larga promueven el desarrollo de una serie de problemas de salud como el



exceso de masa corporal, la obesidad y la diabetes mellitus, ademas de la
hipertrigliceridemia, pues se consumen de manera descontrolada y vienen
“‘escondidas” en los alimentos etiquetados conteniendo “azucares” lo que hace que
las personas crean que tiene azucar y no mieles fructosadas. Segun estadisticas de
la UNICEF (2018), México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil y el
segundo en obesidad en adultos y esta entidad relaciona el problema con un alto
consumo de alimentos ricos en carbohidratos y grasas y con la falta de actividad
fisica. Segun la Federacion Mexicana de Diabetes (2017), esta excesiva ganancia
de masa corporal esta ligada con el 90% de los casos de diabetes mellitus, siendo la
segunda causa de muerte y posicionando a México como uno de los 10 paises con
un mayor numero de personas que viven con diabetes (Rojas-Martinez y col., 2018).
Dado el contexto anterior y siguiendo la linea de investigacion sobre los efectos del
consumo cronico de edulcorantes caldricos e hipocaldricos, en esta parte de esa
investigacion se estudio el efecto de los tres edulcorantes caléricos mas empleados
en la industria de alimentos y bebidas no alcohdlicas en concentraciones similares a
las que contienen las bebidas no alcohdlicas comerciales endulzadas empleando un

modelo animal.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del consumo crénico "ad libitum" de los edulcorantes caloricos:
glucosa, fructosa y sacarosa sobre los patrones de ganancia de masa corporal, el
alimento consumido, la bebida ingerida y el consumo energético calculado en ratas
Wistar contra un grupo control bebiendo agua potable sin edulcorante durante 165

dias de experimentacion después de su destete.

1.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los efectos de la ingesta de glucosa al 14% (aporte de 0.56 kcal/mL),
fructosa al 7% (aporte caldrico 0.28 kcal/mL) y sacarosa al 10% (aporte de 0.47
kcal/mL) sobre los patrones de ganancia de masa corporal, el consumo de

alimentos y bebida y la ingesta energética calculada resultante para ratas
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hembra y macho de la estirpe Wistar y su comparacién con un grupo control que
solamente consumi6 agua potable

e Analizar la relacion existente entre cada una de las variables evaluadas y los
edulcorantes suministrados a las ratas de la estirpe Wistar

e Evaluar el efecto del consumo de los edulcorantes en el desarrollo de tejido
adiposo relacionandolo con uno de los efectos de las enfermedades
metabdlicas: exceso de masa corporal y obesidad

e Realizar el analisis estadistico de los datos mediante el uso del paquete

estadistico Statgraphics Centurion XVIy Minitab 17

1.3. HIPOTESIS

La ganancia de masa corporal de las ratas de la cepa Wistar medida durante 165
dias de experimentacion después del destete dependera del tipo de edulcorante
consumido y del género de los animales. Asi mismo, el tipo de edulcorante
consumido repercutira en los patrones de alimentacion y bebida de los animales
comparandolos con un grupo control que no los consume. ElI consumo de las
bebidas con edulcorante tendra un efecto positivo y mayor sobre el desarrollo de
tejido adiposo de las ratas macho y hembra al compararlo con el grupo control.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1. CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son los compuestos que constituyen las tres cuartas partes del
mundo bioldgico y alrededor del 80% del aporte caldrico de la humanidad. El término
se deriva del aleman “Kohlenhydrate”, el cual expresa la composicién elemental de
estos compuestos: carbono, hidrégeno y oxigeno y tienen una forma empirica
(CH20)n (Coultate, 2002).

Una de las clasificaciones que se tienen es con el numero de unidades que los
conforman:

Los llamados desde hace unos afios monosacaridos, aunque no todos provienen de
la sacarosa y, por tanto, el nombre no es correcto, por lo que se ha dado en
designarlos monoglucidos, son compuestos de relativamente baja masa molecular,
de entre tres y ocho atomos de carbono, siendo los mas comunes aquellos que
tienen de cinco a seis carbonos. En la nomenclatura se le agrega el sufijjo -osa
cuando el carbohidrato tiene un grupo carbonilo, responsable de la accién reductora
de estos glucidos y, en los demas carbonos, hay grupos hidroxilo. En ocasiones, el
grupo carbonilo reacciona con uno de los grupos alcohdlicos propios para formar un
grupo hemicetal o cetal que da paso a estructuras ciclicas de 5 atomos de carbono
similares al furano (Figura 2.1), como la fructosa, o de seis atomos similares al

pirano, como la glucosa (Fennema, 1993).
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Figura 2.1. Estructura de los piranos y furanos (Hernandez y Sastre, 1999)



La formacion de un enlace glucosidico entre un grupo reductor de un monoglucido
con cualquiera de los grupos hidroxilo de otro forman un diglucido. Este puede ser
homogéneo o heterogéneo dependiendo de la composicidn de los mondmeros. La
sacarosa es un ejemplo de oligoglucido heterogéneo ya que esta compuesto por la
glucosa y la fructosa (Coultate, 2002). La lactosa es otro pero es homogéneo puesto

que esta formado por dos moléculas de glucosa.

2.2. EDULCORANTES

Los edulcorantes son aditivos alimentarios agregados a los alimentos con diferentes
finalidades como las de brindar proteccion contra microorganismos a través del
aumento de la presidn osmdética, de dar sabor, de dar una sensacion de dulzura y de

proveer de una fuente de energia (Msagati, 2013).

El grado de dulzor de las moléculas, conocido como poder edulcorante, varia
dependiendo del mono o diglucido del que se trate. La sacarosa es el carbohidrato
de referencia y, por lo tanto, tiene un poder edulcorante de 100, mientras que el de
la glucosa es de 74 y el de la fructosa es de 173, por lo que este ultimo, se prefiere
sobre los otros dos para la elaboracion de productos endulzados como las bebidas
no alcohdlicas (Armstrong y Bennett, 1982).

2.2.1. EDULCORANTES CALORICOS

Los edulcorantes caldricos o también llamados naturales son un conjunto de
carbohidratos, compuestos polihidroxialdehidos y polihidroxicetonas, que se
encuentran en alimentos de la dieta basica humana como frutos, verduras y
hortalizas (Gil-Hernandez, 2010). Este grupo comprende glucidos como azucar
(sacarosa), jarabes de diferentes origenes, dextrosa, lactosa, maltosa, glucidos
invertidos y los polioles como el sorbitol, manitol, xilitol, etc. (Velazquez, 2006). Las
estructuras quimicas de algunos de estos edulcorantes se muestran en la Figura 2.2.
La unidad utilizada para medir el consumo energético en los sistemas vivos es la

kilocaloria (kcal), aunque debiera usarse el joule o el kilojoule (kJ). Cientificamente



se ha encontrado que 1g de carbohidrato libera 4.1 kcal (Marin, 1988), pero en
algunos casos algunos edulcorantes tienen un aporte menor que este valor.
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Figura 2.2. Estructura quimica de la (A) lactosa, (B) maltosa (Pefia y col., 2004), (C) sorbitol y
(D) xilitol (Primo, 2007)

2.2.1.1. Glucosa

La glucosa (Figura 2.3) es un monoglucido que se encuentra de forma natural en
productos como la miel (31%), uvas y cerezas (7%) y algunas frutas y hortalizas
como manzanas, zanahorias, papas y pepinos (1%). De manera industrial se obtiene
a partir de la hidrélisis acida o enzimatica del almidén. Su uso industrial se da
principalmente en productos de confiteria, panificacion y bebidas endulzadas (Gil-
Hernandez, 2010).

CH,OH

Figura 2.3. Molécula de glucosa (Voet y col., 2009)



La produccion de energia a partir de la glucosa se lleva a cabo en varios pasos
(Figura 2.4); a través de la glucdlisis, que es una via catabdlica. La glucosa es
fragmentada en dos moléculas de piruvato, ATP y NADH+H*. En presencia del
oxigeno el piruvato y el NADH+H" van hacia la matriz mitocondrial y, por medio de
una via oxidativa, se convierte en acetil-CoA mediante el complejo de la piruvato
deshidrogenasa. Posteriormente, esta molécula es convertida en energia por medio
del Ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. Bajo estas condiciones, la glucdlisis es la
unica posibilidad de sintetizar ATP de las células animales, pero también da lugar a
una serie de compuestos que sirven como esqueletos carbonados para la
produccion de acidos grasos u otros compuestos de interés metabdlico (Koolman y
Réhm, 2004).

Glucosa

O
Glucélisis 0

Piruvato

Piruvato

CO2 *@

Acetil Co&

Cadena — =
transportadora
de electrones Ciclo de £
Krebs
LG ATP
ATP

Matriz mitocondrial

Figura 2.4. Produccién de energia a partir de glucosa (Mendoza-Medellin y Torres-
Velazquez, 2002)



En el ser humano, los monoglucidos de la dieta son absorbidos en el duodeno y en
la parte superior del yeyuno en el intestino delgado. En particular, la glucosa se
transporta a través de la membrana celular, en el epitelio del intestino delgado y el
epitelio tubular renal (Castrejon y col., 2007).

La bebida suministrada a las ratas en estudio tuvo una concentracion de 14% de
glucosa, similar a lo reportado en las etiquetas de las bebidas comerciales, por lo

que el aporte caldrico fue de 0.56 kcal/mL.

2.2.1.2. Fructosa

La fructosa (Figura 2.5) en un monoglucido que se encuentra de manera natural
principalmente en frutos como cerezas (6%), fresas (2%) y melocotén (1%) ademas
de encontrarse en vegetales como el jitomate, las zanahorias y el maiz. Al ser el
glucido natural mas soluble y con un poder edulcorante 1.73 veces mayor a la
sacarosa, se emplea ampliamente en la elaboracion de jarabes para la industria
confitera y de bebidas endulzadas siendo considerado como la fuente principal de
combustible en las dietas ricas en glucidos (Gil-Hernandez, 2010).

CH,0H
HOCH, |

| <’ > |
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Figura 2.5. Molécula de fructosa (Voet y col., 2009)

El metabolismo de la fructosa es llevado a cabo en dos lugares del organismo: en el
musculo y el higado (Figura 2.6). En el musculo se metaboliza mas rapido ya que la
entrada de esta molécula a la glucdlisis se lleva a cabo en un solo paso después de
una fosforilacion, mientras que, en el higado, se requieren 6 enzimas que forman
varios intermediarios antes de llevar a cabo la glucdlisis tal como se muestra en la
Figura 2.6 (Voet y col., 2009). Esto demuestra que el metabolismo de la fructosa es
de menor eficiencia energética en comparacion con el de la glucosa (Tappy y col.,

2014). La acetil CoA, proveniente de esta degradacion, provee de carbonos



necesarios para la sintesis de acidos grasos de cadena larga que, posteriormente,

se esterifican para formar triacilglicéridos (Olguin y col., 2015).
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Figura 2.6. Metabolismo de la fructosa en musculo (izquierda) e higado (derecha) (Voet y col.,
2009)

Cuando la concentracion de fructosa en sangre es alta, es depositada en el higado
provocando dafio hepatico (Stanhope y col., 2013), ademas de que bajo condiciones
especiales como un alto consumo de carbohidratos, tanto la glucosa como la
fructosa se pueden convertir en grasa e incrementar la grasa corporal. Este proceso
presenta un costo energético alto asociado con cantidades sustanciales de energia
disipada en forma de calor. A niveles mas bajos de ingesta, la fructosa estimula la
lipogénesis hepatica “de novo” en una mayor medida que la glucosa, pero
representa una via menor para la eliminacién total de la fructosa (Tappy y col.,

2014). La bebida de fructosa administrada a las ratas tenia una concentracion del
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7%, por lo cual, el aporte energético era de 0.28 kcal/mL, valor menor en
comparaciéon con el del aportado con la bebida de glucosa que es menos dulce y por
ello se adiciona en mayor cantidad para tener isodulzura en la bebida suministrada

aunque no sea isocalodrica.

2.2.1.3. Sacarosa

La sacarosa (Figura 2.7) es un diglucido formado por una molécula de glucosa y una
de fructosa, unidas mediante un enlace glucosidico (B-D-fructofuronosil-a-D-
glucopiranosa). Se puede encontrar ampliamente en frutos como durazno (7%),
manzanas (4%), betabel (6-20%), zanahorias (4%) y maiz (12-17%). Es el
edulcorante mas utilizado en el mundo, tanto como azucar de mesa como
adicionado a refrescos, productos de pasteleria, jugos, salsas, chocolates, etc. (Gil-
Hernandez, 2010). De manera industrial, se obtiene regularmente de la remolacha y

de la cafa de azucar (Bos-Klomp, 1995).

CH,OH
o CHQ%H
OH HO
OH O CHZOH
OH OH

Figura 2.7. Molécula de sacarosa (Voet y col., 2009)

En seres humanos, una vez absorbida, la sacarosa es hidrolizada a nivel intestinal
por la enzima sacarasa en sus constituyentes: glucosa y fructosa. La fructosa libre
es absorbida por difusién facilitada en el duodeno o el yeyuno y transportada al
higado donde se fosforila y se transforma hasta piruvato y posteriormente se oxida a
acetil CoA. La acetil CoA proporciona los carbonos necesarios para sintetizar acidos
grasos, triglicéridos y colesterol (Esquivel-Solis y Gémez-Salas, 2007) mientras que
la glucosa sigue la via glucolitica para generar energia.

La concentraciéon de sacarosa en bebidas comerciales es del 10%, por lo que las
bebidas del laboratorio preparadas con la misma concentracion aportaron 0.4
kcal/mL.
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2.3. HOMEOSTASIS ENERGETICA
La homeostasis nutricional supone el conjunto de procesos fisiologicos implicados

en los mecanismos de digestion, absorcion de los nutrientes, almacenamiento de
éstos, asi como su utilizacion y consiguiente gasto cuando proceda (Gonzalez-
Jiménez y Schmidt-Rio-Valle, 2012). El balance energético es la diferencia que
existe entre el ingreso de energia (ingesta de alimento) y su egreso (gasto), para
mantener un nivel constante de energia almacenada, principalmente en forma de
adiposidad (Figura 2.8). Se habla de un balance energético positivo cuando el
ingreso de energia supera a su gasto y de un balance negativo cuando ocurre lo
contrario. Cuando el ingreso y el egreso son iguales y el grado de adiposidad es
constante, manifestado clinicamente por una masa sin cambio, se dice que el
sistema se encuentra en equilibrio, independientemente de la cantidad de grasa
corporal. La alimentacion constituye el ingreso de energia mientras que el gasto esta
compuesto por tres elementos: 1. gasto energético basal, 2. Gasto energético
inducido por la alimentacién y 3. Gasto relacionado con el ejercicio (Chiquete y
Tolosa, 2013).

A nivel gastrointestinal se han identificado a la leptina e insulina como dos hormonas
que regulan la ingesta de alimentos a largo plazo, implicadas en la inducciéon a la
saciedad y cuya sintesis y secrecion ira en proporcién a la cantidad de comida
ingerida (Gonzalez-Jiménez y Schmidt-Rio-Valle, 2012).

La leptina actua a nivel de hipotalamo, modulando la ingesta y contrarrestando un
potencial balance energético positivo, activando los sistemas efectores catabdlicos,
activa el sistema nervioso simpatico y estimula la actividad productora de calor del
tejido adiposo pardo (café o marron), incrementandose todo el gasto energético
corporal y la pérdida de masa. La masa de grasa corporal se determina con el
balance entre la sintesis de lipidos y su degradacion. Se ha demostrado que la
leptina tiene un modo de accion directo en la sintesis y degradacion de lipidos. En
presencia de la leptina se inhibe la expresién de la acetil CoA carboxilasa en los
adipocitos. Esta enzima limita la velocidad de sintesis de los acidos grasos de
cadena corta y es esencial en la conversiéon de carbohidratos a acidos grasos y de

reservas caloricas como los triacilglicéridos. Ademas, decrece la re-esterificacion de
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los acidos grasos y reduce los efectos lipogénicos de la insulina (Martinez y Savén,
2005). Su concentracién en sangre depende de acidos grasos acumulados en el
adipocito. Se han encontrado niveles plasmaticos mas elevados en mujeres
(Gonzalez-Jiménez y Schmidt-Rio-Valle, 2012).

La insulina se produce en el pancreas, en las células beta de las islas pancreaticas
y, al igual que la leptina, sus niveles son proporcionales a los cambios de
adiposidad, aumentando cuando hay un balance energético positivo y disminuyendo
en los negativos. Se ha demostrado que la insulina ejerce una funcion primordial en
el sistema nervioso central para incitar la saciedad, aumentar el gasto energético y
regular la accién de la leptina (Cintra y col., 2007). La disminucién de los niveles a
nivel cerebral genera un incremento de la ingesta y por consiguiente una ganancia
de masa en el sujeto (Gonzalez-Jiménez y Schmidt-Rio-Vall, 2012).

Cualquier déficit, exceso o resistencia a su acciéon, puede conllevar a alteraciones
metabdlicas importantes con cambios abruptos de masa y la composicion corporal.
Las respuestas fisiolégicas que regulan la ingesta alimentaria pueden variar de
acuerdo con el tipo de carbohidrato ingerido. Asi como carbohidratos distintos
pueden variar la tasa de insulina (Pinheiro y col., 2008). Segun Daly (2003), la

fructosa provoca mayor saciedad que la glucosa.

[ Ingesta de alimentos ]|:>[ Masa corporal estable ]<:|[ Gasto energético ]

i i U

[

Sistema de regulacion a Sistema de regulacion a ( 1. Metabolismo \
corto plazo del apetito largo plazo ' basal

ﬁ ﬁ 2. Actividad fisica

3. Termogénesis

Factores de saciedad Factores de adiposidad adaptativa
Ej. Péptidos Ej. Leptina e insulina Ej. Tejido graso
gastrointestinales pardo

N /

Figura 2.8. Homeostasis energética: regulacion de la ingesta y el gasto energético
(Vasquez-Machado y Ulate-Montero, 2010)
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2.4. LIPOGENESIS
La lipogénesis es la serie de reacciones bioquimicas que se dan cuando hay un

exceso de ingesta de nutrientes en el organismo (Cordero-Gula y Verdugo-Silva,
2006), mediante las cuales la acetil CoA, producto intermediario del metabolismo de
la glucosa, se convierte en acidos grasos (Figura 2.9). Se utiliza el exceso de
energia procedente del ATP para sintetizar acidos grasos, los cuales, una vez
esterificados con (glicerol, forman triacilglicéridos, TAG, que pueden ser
eficientemente acumulados en el tejido adiposo en forma de grasa neutra o de
reserva (Cascales-Angosto, 2015).

El sistema enzimatico para la sintesis de acidos grasos y que dirige la lipogénesis en
el humano no deja libres metabolitos intermediarios, sino que comienza con un
sustrato y no se detiene hasta concluir el proceso y liberar el producto final (Cordero-
Gula y Verdugo-Silva, 2006). Se encuentra principalmente en el citoplasma v,
aunque presente en muchos tejidos, se encuentra operativo en higado y en menor
grado en tejido adiposo. Este ultimo se divide en visceral y subcutaneo, siendo el
primero el érgano principal de almacenamiento de energia en forma de triglicéridos
(Cascales-Angosto, 2015; Carvajal-Carvajal, 2015).

La conversion de carbohidratos en lipidos en los seres humanos y en animales se
hace porque los lipidos son mas densos en energia y son una reserva mas eficiente,
tomando en cuenta que los carbohidratos aportan 4 kcal/g mientras que los lipidos
aportan 9 kcal/g (Herman y Kahn, 2012). Desde el punto de vista evolutivo, la
capacidad de almacenar lipidos confiere al organismo una gran ventaja, ya que
permite la supervivencia cuando el alimento escasea. Sin embargo, puede
desencadenar la creciente epidemia de obesidad y todas las enfermedades
asociadas que estan ocurriendo actualmente (Cascales-Angosto, 2015). Herman y
Kahn (2012) sefialan en su interesante articulo que es mucho mejor almacenar los
llamados por ellos DNL (de novo lipogénesis) en el tejido adiposo que en el higado
(Figura 2.9).

Una ingesta elevada de carbohidratos produce una mayor acumulaciéon de grasa en

el tejido adiposo, pero el proceso es inhibido por el ayuno o por la presencia de
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acidos grasos poliinsaturados en la dieta, ya que la conversion es menor por la

inhibicion de la lipogénesis en el tejido adiposo (Carvajal-Carvajal, 2015).

White adipose
tissue de novo /.r Insulin sensitivity

lipogenesis “— Longevity

Liver de novo
lipogenesis

Insulin resistance

Elevated serum
tnglycerides

Steatosis, NAFLD,
MASH

Figura 2.9. Consecuencias divergentes de la “de novo lipogénesis” (DNL) en tejido adiposo
comparado con el tejido del higado (la llamada non alcoholic fatty liver disease, NAFLD o
NASH, non alcoholic steatohepatitis) (Tomada de Herman y Kahn, 2012)

La lipogénesis a partir de glucosa se ejemplifica en la Figura 2.10, donde por medio
de la via del citrato la acetil-CoA que se produce en la mitocondria es convertida en
citrato para poder salir al citoplasma (Cordero-Gula y Verdugo-Silva, 2006). El
siguiente paso es la carboxilacion de la acetil CoA hasta manitol CoA, catalizada por
la enzima clave de la biosintesis de los acidos grasos, la acetil CoA carboxilasa. Los
acidos grasos se dirigen entonces al reticulo endoplasmico donde se da el
alargamiento de la cadena alifatica, afiadiendo grupos malonil hasta formar palmitato
y, por medio de otras reacciones, otros acidos grasos insaturados y de cadena mas
larga (Koolman y Réhm, 2004).

En roedores, la fructosa estimula la lipogénesis y conduce a la insulino-resistencia
hepatica y exahepatica, dislipidemia e hipertension arterial. En humanos, la
alimentacion con fructosa a corto plazo aumenta la lipogénesis “de novo” y los
niveles de triacilglicéridos sanguineos, causando la insulino-resistencia hepatica. La
ingestion de elevadas dosis de fructosa, a través de los jarabes de alta fructosa
unidos a dietas “ad libitum”, suponen un factor de riesgo para las enfermedades

cardiovasculares y el sindrome metabdlico (Cascales-Angosto, 2015).
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Figura 2.10. Via de la lipogénesis de novo a partir de glucosa (Cascales-Angosto, 2015,
traducida de Herman y Kahn, 2012)
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2.5. SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (Figura 2.11) es una combinacion de una alteracion en el
metabolismo de lipidos, hipertension, diabetes mellitus tipo Il y exceso de masa
corporal tanto en nifios como en adultos (Biesalski y Grimm, 2007). La patogénesis
del sindrome metabdlico es compleja, ya que participan tanto factores genéticos
como ambientales, los cuales influyen tanto sobre el tejido adiposo como en la
inmunidad innata. Desde el punto de vista genético, se han asociado una gran
variedad de genes al desarrollo del sindrome como los genes reguladores de
lipolisis, termogénesis, metabolismo de glucosa, del musculo, etc. (Escobar y Tébar,
2009). El desarrollo es gradual y comienza con hiperinsulinemia combinada con
resistencia a la insulina, una alteracion moderada del metabolismo de lipidos e
hipertension leve, pero esto se agrava cuando se aumenta la masa corporal.
(Biesalski y Grimm, 2007).

SINDROME

METABOLICD

TROMBO

Figura 2.11. Problemas de salud asociados con el sindrome metabdlico

(Federacion Mexicana de Diabetes, 2017)

La posibilidad de prevenir y tratar este sindrome se basa en un cambio de estilo de
vida, disminucion de la ingesta de grasa e hidratos de carbono y un aumento de la
actividad fisica (Arce-Vazquez y col., 2006). Se recomienda una dieta hipocalérica y
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libre de alimentos y bebidas muy procesados como son las grandes cantidades de
hidratos de carbono, como las bebidas endulzadas, panes procesados, comida
instantanea, etc. La actividad fisica estimula la degradacion del glucégeno y
disminuye la concentracion de triglicéridos (Biesalski y Grimm, 2007).

La obesidad desempeia un papel protagonista debido a que el tejido adiposo, sobre
todo el visceral o abdominal, libera distintas sustancias como leptina, resistina, etc.
que favorecen la aparicion de un estado proinflamatorio, resistencia a la insulina y

dafno endotelial (Escobary Tébar, 2009).

2.5.1. Exceso de masa corporal y obesidad

El exceso de masa corporal y la obesidad son patologias que se caracterizan por
una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud. Si bien antes se consideraba un problema propio de los paises de ingresos
altos, actualmente ambos trastornos aumentan en los paises de ingresos bajos y
medianos, en particular en los entornos urbanos (OMS, 2016a,b). Sin descartar un
posible condicionamiento genético, las causas de su aparicion son complejas y sus
efectos abarcan un espectro que va desde alteraciones hormonales y metabdlicas
hasta ortopédicas y psicologicas. La OMS atribuye esta condicién a un desequilibrio
energético entre calorias consumidas y gastadas y de igual manera lo asocia a que
a nivel mundial se ha dado un aumento en la ingesta de alimentos de alto contenido
calérico que son ricos en grasa y un descenso en la actividad fisica debido a la
naturaleza cada vez mas sedentaria de muchas formas de trabajo, los nuevos
modos de transporte y la creciente urbanizacion.

En personas adultas, se ha buscado una forma de medir este problema por medio
del indice de masa corporal (IMC), el cual proporciona una medida de este problema
en la poblaciéon y aunque no es muy preciso pues es la misma forma para ambos
géneros y para los adultos de todas las edades y de todos los grupos humanos
(Figura 2.12) da una idea gruesa de lo que ocurre. En el caso de los nifios, es
necesario tener en cuenta la edad al definir el exceso de masa y la obesidad (WHO,
2018). Es necesario evaluar el desarrollo de exceso de masa corporal a lo largo de

la infancia ya que se ha observado una relacion positiva de la obesidad infantil con la
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morbimortalidad en adultos, asi como su prevencion a través de un oportuno

diagndstico (Escobar y Tébar, 2009).

thmmasa Obesidad Obesidad I  # Obesidad Il
253299 3‘133“ 35a399 Mayor a 40

Figura 2.12. Clasificacién de la obesidad de acuerdo con el indice de masa corporal (IMC) por

parte de la OMS (2016b, modificada ya que la masa y el peso no son sinénimos -Ver Glosario-)

De acuerdo con datos obtenidos por la Organizacién Mundial de la Salud desde
1975, la obesidad se ha triplicado en todo el mundo. En 2016 mas de 1900 millones
de adultos (39%) de 18 o mas afos tenian un exceso de masa corporal, de los
cuales 650 millones eran obesos (13%). En ese mismo afno 41 millones de nifos
menores de cinco afos tenian exceso de masa corporal o eran obesos (OMS,
2016a,b) lo cual representa un gran problema de salud a nivel mundial que ha
llegado hasta México. Segun datos del 2018 de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion, ENSANUT (INEGI, 2018), el 22.2% de la poblacion encuestada de 0-4
afos se identifica con riesgo de presentar un exceso de masa corporal mientras que
un 8.4% ya lo sufre. En la poblacion encuestada de 12-19 afios tanto para hombres
como mujeres tuvo un aumento en el porcentaje de exceso de masa corporal y
obesidad con relacion al afio 2012 para los hombres el aumento fue de 33.2% a
35.8% aunque no se seiala si fueron las mismas personas encuestadas en 2012 y
luego en 2018. Para las mujeres paso de 35.8% a 41.1% con la misma duda sobre si
fueron las mismas personas. Por ultimo, en 2018 el porcentaje de adultos
encuestados de 20 aflos 0 mas con exceso de masa corporal y obesidad fue de

75.2% (39.1% exceso de masa corporal y 36.1% obesidad) porcentaje que, en 2012,
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fue de 71.3% lo que se puede entender como que 3 de cada 4 adultos mayores de

20 afos presentan este problema de nutricion (INEGI, 2018).

2.5.2. Diabetes mellitusTipo Il
La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce

suficiente insulina o cuando el organismo no la utiliza eficazmente (Figura 2.13).

Glucosa

Los érganos no
responden a la
insulina. Menos
glucosa se usa o
almacena

=

v

Aumento en el
nivel de glucosa
en la sangre

Figura 2.13. Problemas presentes en la diabetes mellitus tipo Il (Guagnelli, 2014)

El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento de glucosa en la
sangre) que con el tiempo dafia gravemente muchos oOrganos y sistemas,
especialmente los nervios y los vasos sanguineos. La insulina es la principal
hormona reguladora de los mecanismos de homeostasis de la glucosa y de lipidos.
También aumenta la sintesis de triglicéridos a nivel hepatico y en el tejido adiposo
disminuyendo la lipdlisis (Escobar y Tébar, 2009). Segun las encuestas de la OMS
(WHO, 2016), 422 millones de adultos tienen diabetes (1 de cada 11 personas) lo
que provoca 3.7 millones de muertes debido a esta enfermedad. Otras
enfermedades, como el exceso de masa corporal y la obesidad, tienen un impacto
negativo sobre el incremento en la incidencia de diabetes mellitus tipo Il tanto en
nifios y adolescentes como en adultos (Escobar y Tébar, 2009).

La OMS senala que medidas simples relacionadas con el estilo de vida son eficaces

para prevenir la diabetes tipo 2 o retrasar su aparicién. Para ayudar a prevenir la
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diabetes mellitus tipo 2 y sus complicaciones se debe alcanzar y mantener una masa
corporal saludable, consumir una dieta saludable que evite los excesos de
carbohidratos, ya que como se vio antes son polimeros de glucosa, asi como
mantenerse activo fisicamente, al menos 30 minutos de actividad regular de
intensidad moderada la mayoria de los dias de la semana (OMS, 2015). Todo esto,
naturalmente, deberia ocurrir si no hubiera la inequidad social que existe y que es el
factor principal para que la mayoria de las personas de este planeta no reciban la
educacion que debieran para poder comprender cuales son los alimentos sanos y
cuales no, no reciban ingresos suficientes para poder consumir una dieta saludable,
ni tengan el tiempo para gastar 30 minutos de actividad fisica regular diariamente

(nota de la asesora).

2.6. TERMOGENESIS

De acuerdo con el metabolismo y la temperatura del organismo se puede dividir a
los animales en dos grupos: Los poiquilotermos, como los anfibios y reptiles, los
cuales se encuentran condicionados por la temperatura externa como aquellos que
en periodos frios disminuyen su metabolismo y caen en hibernacion y los animales
homeotermos, como los humanos, que poseen temperatura corporal constante e
independiente de las variaciones externas en un rango de 37°C para el optimo
funcionamiento de las enzimas del metabolismo (Silgado y Tardén, 2010). Los
animales homeotermos mantienen constante su temperatura corporal frente al medio
mediante la produccion de calor, fendmeno que se denomina termogénesis y tiene
varios componentes (Figura 2.14): La termogénesis obligatoria o0 metabolismo basal,
termogénesis asociada con la dieta o efecto térmico de la comida, termogénesis
asociada con la actividad fisica y la llamada termogénesis facultativa o adaptativa
(Obregodn, 2006).

El metabolismo basal se correlaciona con la masa magra del individuo (no con la
masa grasa), se asocia con reacciones metabdlicas esenciales, que constituyen el
metabolismo basal propiamente. Tiene cierto componente genético y es regulado
por hormonas tiroideas. Otro componente del gasto energético diario es el efecto
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térmico de la comida, termogénesis que acompafia a la digestion, absorcion,
distribucion y almacenamiento de los nutrientes. El efecto térmico de los nutrientes
es diferente en los distintos alimentos, siendo mayor el de los carbohidratos y
proteinas que el de las grasas. Asimismo, se ha observado que disminuye en

pacientes obesos.

Ingesta caldrica

Metabolismo basal

Tejido Termogénesis postprandial
adiposo

Actividad fisica
No voluntario (NEAT)

Tiritante

X Termogénesis
(musculo)

facultativa

No tiritante

(BAT)
Gasto energético

Figura 2.14. Componentes del gasto energético: metabolismo basal, termogénesis asociada
con la dieta, termogénesis asociada con la actividad fisica y termogénesis facultativa
(Obregén, 2006)

La termogénesis asociada con la actividad es dificil de cuantificar ya que depende
de la duracion e intensidad del ejercicio. La termogénesis facultativa o adaptativa es
el calor producido en respuesta a la exposicidon al frio o a una dieta hipercalorica y
esta regulada por el sistema nervioso simpatico. Se produce en musculo y en tejido
adiposo marrén o café o pardo (Obregoén, 2006). A diferencia del tejido adiposo
blanco, el tejido adiposo marron tiene la funcion de la produccion de calor. La
molécula responsable de dicho fendbmeno es una proteina mitocondrial: la
termogénica o proteina desacoplante (UCP por UnCoupling Protein, en inglés) la
cual es un canal i6nico que desacopla el ciclo de produccion de ATP en la
fosforilacidon oxidativa disipandose en forma de calor parte de la energia que se
hubiera almacenado como ATP. Este sistema se induce mediante la exposicion al
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frio o por efecto de la dieta. Es considerada la principal modulacion en el sistema

nervioso simpatico (Moreno y col., 2000).
A continuacioén, en el siguiente capitulo se presenta la metodologia seguida en esta

investigacion para corroborar el comportamiento con los edulcorantes de estos

animales modelo en su infancia, pubertad y adolescencia.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA Y DISENO DE EXPERIMENTOS

3.1. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO EXPERIMENTAL
A continuacion, en la Figura 3.1, se presenta el diagrama de flujo del proceso

experimental.

Recepcion de las ratas }

l

Pesaje e identificacion
de los animales

v
Distribucion de las ratas

40 ratas macho y 40 ratas hembra de la cepa Wistar recién destetadas con
masa corporal entre 30-60g. (Adicionalmente, se recibieron 10 machos y 10
hembras recién destetadas pero que fueron sometidas a una eutanasia
humanitaria a los 3 dias de llegadas denominadas “basales”)

Pesaje en una balanza OHAUS con resolucién 0.1g.
Identificacién en la cola con plumoén indeleble y en
las orejas por medio de muescas

En 4 grupos: control (negro), glucosa (rojo) fructosa
(morado) y sacarosa (verde). Cada grupo con 10
ratas macho y 10 ratas hembra separadas por género

En balanza OHAUS

Pesaje de las ratas y el alimento consumido } con resolucion 0.1 g

} En probetas graduadas
de 100 y 250 mL

Medicion de volumen de bebida ingerido

Preparacion y llenado de bebederos Glucosa 14%, fructosa 7%,
con soluciones de edulcorantes sacarosa 10% y agua potable

Cambio de cajas de las ratas } Cada dos dias

—>
—>
A 4
Mantenimiento R
(165 dias) -
—>
—>
A 4
Eutanasia
y

Lavado y esterilizacion de bebederos Lavado diario y esterilizacion
y popotes de bebederos una vez a la semana

} Segun lo establecido en la NOM-062-ZO0-1999 (DOF, 1999)

Con el programa estadistico Statgraphics

} Centurion XVI y obtencion de graficos con
el programa Graph Pad Prism 6

Analisis de resultados

Obtencion de resultados

\4

Figura 3.1. Diagrama de la estrategia experimental seguida en el proyecto
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Se aprecian, de manera general, en la Fig. 3.1, los pasos seguidos durante el
desarrollo experimental de esta investigacién. Los detalles se especifican en los

puntos posteriores.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental consistio en un disefio de tipo multifactorial categorico con
dos factores: Género del animal y tipo de edulcorante consumido.

El primer factor presentd 2 niveles, género: Ratas macho y ratas hembra. Cada
grupo tuvo 10 especimenes de cada género (n=10) dando un total de 40 ratas
macho (30 ratas de los grupos que consumieron los edulcorantes mas 10 ratas del
grupo control) y 40 ratas hembra (N=80).

El segundo factor presentd 4 niveles correspondientes al grupo control que
unicamente consumié agua potable y tres grupos que consumieron edulcorantes ad
libitum: glucosa, fructosa y sacarosa disueltos en el agua potable suministrada en
porcentajes similares a los presentados en las bebidas comerciales mal-
denominadas “azucaradas” (ya que solamente las que tienen azucar son azucaradas
y las otras son endulzadas). En este caso, como se vio en la Figura 3.1, tuvieron
glucosa al 14%, fructosa al 7% y sacarosa al 10% para tener las concentraciones

que presentan los productos comerciales.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. MODELOS ANIMALES

En este estudio se emplearon 40 ratas macho y 40 ratas hembra de la estirpe Wistar
recién destetadas comercializadas por la empresa ENVIGO con una masa corporal
entre 30 y 60 g. Para contar con parametros basales se seleccionaron al azar 10
ratas macho y 10 ratas hembra las cuales estuvieron 3 dias en periodo de
adaptacién con una alimentacion sdlida y al cuarto dias fueron sometidas a una
eutanasia humanitaria. Todos los especimenes se ubicaron en la sala 519 de la
Unidad de Experimentaciéon Animal (UNEXA) en el Conjunto E de la Facultad de

Quimica de la UNAM. Posterior a la recepcion y al traslado de los animales a la sala
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de la UNEXA, cada una de las ratas se pesd y se marcé en la cola con un plumoén
permanente para ser, posteriormente perforadas en las orejas para su identificacion
permanente con un numero asignado de manera aleatoria mediante el programa
Statgraphics XVI.l. Ya marcadas fueron distribuidas de manera aleatoria en cajas
previamente identificadas dependiendo del tipo de edulcorante a suministrar segun

lo establecido en el disefio experimental propuesto.

3.3.2. DIETA ADMINISTRADA

Durante tres dias se mantuvieron a las ratas en periodo de adaptacién donde se les
proporcion6 agua pura y alimento ad libitum con la dieta Teklad Global 18s, la cual
es una dieta de tipo isocaldrica e isoproteica dada de manera habitual a esta estirpe
con la finalidad de brindar todos los nutrientes permitiendo una alimentacion
balanceada. Su composicion es la siguiente: proteina cruda 18.6%, grasa cruda
6.2%, carbohidratos 44.2%, fibra cruda 3.5%, fibra detergente neutral 14.7%,
cenizas 5.3% y una variedad de vitaminas. La densidad energética del alimento es
de 3.1 kcal/g (13.0 kJ/g) (ENVIGO, 2015).

Posteriormente a ese dia, se les proporcion6é una cantidad de alimento conocida y
pesada en una balanza con resolucion de 0.1 g de la marca OHAUS Scout-Pro
SP4001 de manera ad libitum. El alimento consumido se obtuvo mediante diferencia
de masa al cuantificar el alimento al dia siguiente con el objetivo de volver a

suministrar una cantidad fija de alimento nuevo.

3.3.3. BEBIDA SUMINISTRADA

Diariamente se prepararon y administraron bebidas nuevas debido a la alta
probabilidad de desarrollo de microorganismos. Conforme los animales fueron
creciendo necesitaron de un mayor volumen de bebida y alimento. Las disoluciones
de los edulcorantes fueron elaboradas con las concentraciones antes mencionadas
(glucosa al 14%, fructosa al 7% y sacarosa al 10%). Fueron preparadas pesando los
cristales del edulcorante, con una pureza de 99.8% para la fructosa, 99% para la
glucosa y 99.8% para la sacarosa, todos provenientes de Reactivos CIVEQ, en la
misma balanza analitica OHAUS modelo Scout-Pro SP4001 con una resolucion de
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0.01g. Se disolvieron en vasos de precipitado de cristal de 500mL y se utilizaron
matraces aforados de 100, 250, 500 y 1000 mL para preparar los volumenes
requeridos.

Adicionalmente, todos los dias los frascos fueron lavados, secados y almacenados y
una vez por semana eran esterilizados en autoclave para evitar el desarrollo de

microorganismos, como ya se menciono.

3.3.4. REGISTRO DE DATOS DE LOS PARAMETROS EVALUADOS

Diariamente y a la misma hora, se evalu6 la masa corporal de las ratas pesandolas
en una balanza analitica de la marca OHAUS, con una resolucion de 0.1 g,
cuantificando el volumen de bebida consumido con una probeta de cristal de la
marca PYREX de 250 +/- 2mL y de 100+/- mL y el alimento ingerido pesado en la
misma balanza. Los resultados se anotaron a mano en la bitacora y posteriormente
se capturaron conformando una base de datos en la paqueteria EXCEL donde

fueron almacenados.

3.3.5. MANTENIMIENTO DE LOS ESPECIMENES

Los animales se mantuvieron en la medida de lo posible junto con otros
especimenes para que pudieran socializar y no desarrollaran estrés. De manera
continua se cambiaron las cajas donde habitaban con el objetivo de que no
estuvieran en la suciedad y desarrollaran alguna infeccion y, durante los 165 dias del
experimento, permanecieron en la sala 519 de la UNEXA donde se mantuvieron
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, con una humedad controlada y una temperatura
promedio de 20 + 2°C. La manipulacion de los especimenes se realizé cumpliendo
con las disposiciones de la NOM-062-ZO0-1999 (DOF, 1999).

3.3.6. EUTANASIA DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DEL TEJIDO
ADIPOSO

Con la finalidad de cuantificar el tejido adiposo presente en las ratas antes y
después del consumo de los edulcorantes y obtener datos adicionales para el

analisis del proyecto, se realizaron dos eutanasias humanitarias. La primera de ellas
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se realizo tres dias después del periodo de adaptacion, tomandose 10 especimenes
de cada género y la segunda se efectu6 pasados los 165 dias de experimentacion,
tomandose 5 por cada grupo y género (20 machos y 20 hembras en cada una). Para
ello, las ratas fueron dejadas en ayuno de 12 h y, posteriormente, cumpliendo con
las especificaciones de la NOM-062-ZO0-1999 (DOF, 1999), se introdujeron una por
una en una camara rica en COz para que perdieran la consciencia y posteriormente
fueran decapitadas con una guillotina para roedores. Una vez recuperado el plasma
sanguineo, el patdlogo M en C. Gerardo Salas Garrido de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, realizé la diseccién de diversos 6rganos,
extrayendo el higado, corazén, rinones (derecho e izquierdo), pancreas y tejido
retroperitoneal derecho e izquierdo. Cada érgano fue pesado en la misma balanza
analitica de resolucion 0.1 g marca OHAUS vy los resultados se guardaron en los
registros correspondientes.

Toda la experimentacion animal del proyecto fue aprobada previamente por el
Comité Institucional para Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Quimica de la UNAM, en concordancia con las disposiciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (DOF, 1999).

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevé a cabo con el programa Statgraphics Centurion XVI,
Minitab 17 y los graficos obtenidos se realizaron con el programa Graph Pad Prism
6.01. Lo que se deseaba observar con el estudio es el efecto del consumo de los
diferentes edulcorantes y el género del animal sobre los patrones de ganancia de
masa corporal, consumo de alimento e ingesta de bebida calculando con estos datos
la ingesta energética teorica. Para ello, inicialmente se decidio utilizar un analisis de
varianza de tipo multifactorial, andeva en espafol o “ANOVA” en inglés.

Este método calcula la variacion de las medias y estima la variacion "natural" de la
poblacion, para hacer una comparacion entre ambas, midiendo la variacion natural
por medio de la variacion del error. Si las muestras pertenecen a una misma
poblacién, la varianza de las medias es la enésima parte de la varianza de la

poblacién. Si se descarta esta situacién es porque, ademas del azar, algo mas
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diferencia a las muestras. Si las diferencias solamente se deben al azar, las dos
variaciones corregidas por sus grados de libertad son del mismo orden y su cociente
vale mas o menos 1, este valor se compara con lo reportado en Tablas para una
distribucion F normal, buscandose encontrar si las relaciones obtenidas resultan
aceptables a 1 unidad o no son aceptables (Guisande y col., 2006). Para que esta
prueba sea valida se debe cumplir con cuatro supuestos: 1) Las muestras deberan
ser aleatorias, 2) deberan ser independientes, 3) deberan provenir de una poblacion
normal y 4) las varianzas de las muestras deberan ser iguales (homocedasticas).

La verificacién de la normalidad de los grupos de datos se realiz6 por medio de la
Prueba de Kolmogorov-Smirnov, cuyos resultados se encuentran en la Tabla A.1,
del Anexo 1, la cual es una prueba no paramétrica que puede utilizarse con
muestras de cualquier tamafio determinando la bondad de ajuste, es decir, que
permite medir el grado de concordancia existente entre la distribucion de un conjunto
de datos y una distribucién tedrica especifica, como caso particular. Sirve para
contrastar si los datos que se obtuvieron procedian de una distribucién normal y, por
tanto, podrian ser analizados con pruebas paramétricas. Para realizar esta prueba
se parte de “n” observaciones de una variable aleatoria X y se trata de contrastar la
hipétesis Ho:X~Fo, siendo Fo una funcién de distribucion dada, frente a una
alternativa H1: los datos no proceden de la distribucion Fo (Gonzalez-Manteiga y
Pérez-de-Vargas-Luque, 2005).

Por otra parte, se aplicé la Prueba de Levene, cuyos resultados se encuentran en la
Tabla B.1, del Anexo 2, la cual analiza la homogeneidad de la varianza calculando
para cada dato experimental la diferencia absoluta entre su valor y la mediana de su
grupo (Mongay, 2005); con un valor de P de la prueba mayor a 0.05 se demuestra
que las varianzas de los grupos resultaran iguales con un 95% de confianza.

Para aquellos datos que cumplieron los supuestos antes mencionados se procedi6
al analisis de estos por medio del andeva (ANOVA, en inglés) multifactorial y, para
aquellos que no los cumplieron, se procedi6 con un analisis diferente.

Para los datos que cumplieron con la normalidad, pero no con la homocedasticidad
se recurrio a la Prueba de Welch, la cual resulta similar a la prueba t pero realiza

algunas modificaciones para calcular los grados de libertad, de manera que,
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disminuye el error por la no homogeneidad de la varianza y se pueden comparar las
medias de los datos sin necesidad de utilizar el andeva. Posteriormente, para
resolver el caso de varianzas no homogéneas se llevo a cabo la prueba de Games-
Howell, la cual es una prueba no paramétrica que permite hacer una comparacion
multiple de los datos obtenidos. La prueba esta disefnada con base en la correccion
de los grados de libertad de Welch y utiliza la distribucién de rango “estudentizado”
similar a la de Tuckey denominada como "q".

Para aquellos datos que no cumplieron ni con la normalidad ni la homocedasticidad,
el analisis se llevo a cabo por medio de la Prueba de Medianas de Mood, el cual es
un método de la estadistica no-paramétrica que prueba la hipdtesis de que las
medianas de las muestras son iguales contando el numero de observaciones en
cada muestra a cada lado de la mediana global (Marqués, 2001) y, haciendo una
comparacion del valor de P obtenido en esta prueba con el de una Prueba chi-
cuadrada, se encuentra si existe o no diferencia entre los grupos. Aunque
estadisticamente no es correcto aplicar una prueba de comparacion multiple como la
de Duncan, pues los datos no cumplen con la normalidad y la homocedasticidad se
usé como herramienta guia para determinar cuales medias resultarian
significativamente diferentes de otras con un nivel de confianza del 95%

agrupandolas entre ellas, permitiendo realizar una discriminacion entre las muestras.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuaciéon, se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los
parametros evaluados en esta investigacion en el periodo de 165 dias que se

mantuvieron a las ratas en el experimento, asi como su interpretacion estadistica.

4.1. INCREMENTO EN MASA CORPORAL

Desde fines del siglo XIX y hasta la fecha, las ratas Wistar son una de las cepas
utilizadas cotidianamente para la investigacion en los laboratorios (Ver Anexo 3a).
Estos mamiferos sirven como organismos modelo para el analisis de un numero
importante de caracteristicas biomédicas y toxicoldgicas. También se emplean para
la investigacién de las condiciones que afectan a los seres humanos (Cossio-
Bolanos y col., 2013). Debido a esto se tiene una gran base de datos de control de
diferentes parametros en su desarrollo como aumento de la masa corporal en el
periodo de crecimiento, consumo de alimento, masa de sus 6rganos, etc.

El proveedor de los especimenes utilizados en este proyecto, ENVIGO, proporciona
un valor de masa de referencia, de acuerdo con el crecimiento "normal" de los
animales (Anexo 3b). Este dato puede ser un primer parametro de comparacion con
las ratas utilizadas. Para las ratas macho la masa reportada para los 165 dias de
crecimiento mas los tres dias de adaptacion y un destete aproximado a los 21 dias
del nacimiento, aproximadamente 26-27 semanas, deberian ser de 360.57 + 46.30g
y para las hembras de 205.69 + 20.20g (ENVIGO, 2008). Teniendo esto en
consideracion y observando los datos de la Tabla 4.1 que muestran los promedios
de masa de las ratas macho y hembra por grupo de edulcorantes se nota que el
grupo control se encontré6 dentro del rango esperado para la masa de los
especimenes por género, por lo que se puede decir que todas las ratas tuvieron un

crecimiento normal.
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De acuerdo con un estudio reportado por Sengupta (2013), los animales se
mantuvieron durante la etapa de infancia, pubertad y adolescencia hasta llegar a ser
adultos jovenes ya que se tuvieron aproximadamente durante 6 meses, hasta que
llegaron a una edad aproximada de 18 afios humanos. Por tanto, a lo largo de este
experimento se trabajo con ratas bebés, infantes, prepuberes y puberes, terminando

con ratas jévenes.

Tabla 4.1. Promedio de masa corporal de las ratas en el dia 165 de experimentacion

Grupo Machos Hembras
Control 412.1 £ 29.1 193.6 + 20.7
Glucosa 4129 %455 201.7+22.0
Fructosa 450.3 £44.1 196.1 £ 14.2
Sacarosa 416.5 £ 28.9 196.1 £ 22.1

Los datos obtenidos para el primer parametro evaluado fueron revisados por el
programa Statgraphics XV.I comprobando que la poblacién cumplié con los
supuestos necesarios para realizar un analisis multifactorial andeva (ANOVA en
inglés) (Ver Tablas A.1 y B.1, Anexos 1 y 2). Esto se enmarcé de acuerdo con el
disefio experimental planteado al principio, considerando dos factores: género del
animal y tipo de edulcorante. Como se menciond, el primer factor presenté dos
niveles: ratas macho y ratas hembra y el segundo factor present6 4 niveles: glucosa,
fructosa, sacarosa y un grupo control.

El valor P obtenido en la prueba (Tabla 4.2) que mostrd una significancia estadistica
de los factores con un nivel de confianza del 95% fue mayor a 0.05, para el tipo de
edulcorante, por lo que no hubieron diferencias significativas en cuanto al
incremento en masa corporal de las ratas respecto con el tipo de edulcorante que
consumieron durante el periodo de experimentacién. En contraste, para el género de
los animales el valor P fue menor a 0.05 por lo que para este factor si se
encontraron diferencias significativas.

En los Graficos 4.1 y 4.2 se observa que, tal como se describié anteriormente, el
género de los animales en los cuatro grupos presentd un efecto sobre el incremento

en masa acumulado tanto de las ratas macho como de las ratas hembra. Ambos
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grupos presentaron una tendencia similar y, en todos los grupos, se hizo evidente
que los machos fueron los que tuvieron un mayor incremento en masa en
comparacién con las hembras, dato que se encuentra de acuerdo con lo descrito en
la investigacion de Gonzalez-Madariaga y col. (2015), donde el incremento en masa
y obesidad se desarroll6 mas notoriamente en las ratas macho que en las hembras.
Ademas, ENVIGO (2008, 2016) claramente muestra esta diferencia por género
(Anexo 3b).

Tabla 4.2. Analisis de varianza multifactorial, andeva (ANOVA en inglés) para el incremento en
masa corporal acumulado a lo largo de 165 dias para ratas macho y hembra

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Efectos principales
A: Género 412.32 1 412.32 1073.09 0.0000
B: Edulcorante 4938.91 3 1646.30 1.73 0.1684
Residuos 71433.4 75 952.446
Total (corregido) 443.14 79

Como fue mencionado anteriormente, no se encontré alguna diferencia significativa
en cuanto al incremento de masa obtenido por las ratas segun el tipo de edulcorante
consumido. Este comportamiento fue similar a los resultados obtenidos en tres
diferentes estudios:

Olguin y col. (2015) no reportaron diferencias significativas en un estudio donde se
evalué el efecto del consumo de edulcorantes caldricos: sacarosa y fructosa en ratas
con obesidad.

Guzman y Jiménez (2013) encontré que después de 270 dias de experimentacion
proporcionando en la bebida a las ratas edulcorantes caléricos e hipocaléricos no se
encontraron diferencias significativas, pero si se pudo encontrar una tendencia de
incremento en masa: Grupo fructosa > control > sacarosa

Adicionalmente, el estudio de Martinez y col. (2010), dio la misma tendencia de
consumo que en este estudio. Después de realizar un analisis de varianza con los
datos en cuanto al incremento en masa de las ratas macho (Tabla 4.3) se encontro

que el valor P de la prueba fue mayor al valor de 0.05.
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Tabla 4.3. Analisis de varianza unifactorial, andeva (ANOVA en inglés), para el incremento en

masa de las ratas macho

Fuente Suma de Grados de |Cuadrado medio |[Razén-F |Valor-P
cuadrados |libertad

Entre grupos [10083.6 3 3361.2 2.36 0.0879

Intra grupos |51312.5 36 1425.35

Total (Corr.) [61396.1 39

Esto indic6 que no hubieron diferencias significativas entre la media de los datos
entre grupos. Obteniendo los promedios de masa corporal para las ratas macho
después de los 165 dias de experimentacion, se encontrdo que el mayor incremento
de masa lo presentaron las ratas que consumieron fructosa con un promedio de
450.3 £ 44.1 g, seguidos del grupo que ingirié sacarosa con 416.5 + 28.9 g, el grupo
glucosa con 412.9 £- 455 g y por ultimo el grupo control con 412.1 + 29.1 g.
Comparando los promedios de los grupos que consumieron edulcorantes con el del
grupo control, que solamente consumié agua potable, los tres grupos presentaron
una masa promedio mayor, la cual, tal como se mencion6 en el Capitulo 2 (2.3 y
2.4), es debida a que una ingesta elevada de carbohidratos produce una mayor
acumulacion de grasa en el tejido adiposo (Carvajal-Carvajal, 2015) y esta respuesta
fisiologica, puede variar de acuerdo con el tipo de carbohidrato ingerido (Pinheiro y
col. 2008).

En el grupo que presentd el mayor incremento en masa corporal (que fue el de la
fructosa), se ha observado que disminuyen los niveles de leptina e insulina en la
sangre (Pérez y col., 2007), por lo que se favorece la ingesta alimenticia, el poco
gasto energético, la sintesis de nuevos acidos grasos y su acumulacion como tejido
adiposo, mientras que la glucosa promueve de mejor manera la produccion de
insulina y leptina favoreciendo la metabolizacidén del carbohidrato y su conversion a
energia en el organismo. El grupo de machos que consumié sacarosa tuvo un
incremento en masa corporal intermedio entre los otros dos edulcorantes debido a
que, al descomponer la molécula en glucosa y fructosa, se metabolizan de diferente
manera permitiendo que una parte del carbohidrato se acumule como grasa y la otra
se metabolice para convertirse en energia.

De igual manera que para las ratas macho el valor P del analisis de varianza para
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las ratas hembra (Tabla 4.4) mostré un valor mayor a 0.05 por lo que tampoco
hubieron diferencias estadisticas entre el incremento en masa de las ratas hembra
de acuerdo con el edulcorante que consumieron. La prueba de comparacion multiple
identific6 un solo grupo homogéneo, mostrando que el que tuvo un mayor
incremento, fue el grupo de glucosa con 201.7 + 22.0 g, luego el de fructosa con
196.1 + 14.2 g, seguido del de sacarosa con 196.1 + 22.1 g y, por ultimo, el grupo
control con 193.6 + 20.7 g.

Tabla 4.4. Analisis de varianza unifactorial, andeva (ANOVA en inglés), para el incremento en

masa de ratas hembra

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razén-F |Valor-P
cuadrados |libertad medio

Entre grupos  [352.475 3 117.492 0.29 0.8329

Intra grupos 14623.8 36 406.217

Total (Corr.) 14976.3 39

4.2. ALIMENTO CONSUMIDO

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla A.1 del Anexo 1, los datos
obtenidos para este parametro presentaron una distribucién normal. Sin embargo, en
la Tabla B.1 del Anexo 2, se encontré que hubo una diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones estandar de los datos. Esto viola uno de los
supuestos importantes subyacentes en el analisis de varianza e invalida la mayoria
de las pruebas estadisticas comunes empleadas. Por ello, fue necesario recurrir a
emplear la prueba de Welch y, como prueba a posteriori, la de Games-Howell, las
cuales se explicaron en el apartado 3.4 de la seccién de Metodologia y disefio de
experimentos.

Primeramente, la Prueba de Welch contrasta la hipotesis nula de que las varianzas
de los grupos son iguales con la hipotesis alternativa de que al menos una de las
varianzas es diferente con un nivel de significancia de 0.05. Para el caso del género
de los animales modelo, el valor P de la prueba fue menor a 0.05 por lo que si

existieron diferencias significativas por efecto del género del animal sobre la media
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de alimento ingerido. Después de realizar la prueba de comparacién de Games-
Howell, se encontré que los machos presentaron un mayor consumo con una media
de 2,726.0 g mientras que las hembras tuvieron uno de 1,652.9 g. Esta tendencia se
puede observar en la escala del eje Y en los Graficos 4.3 y 4.4 siendo mayor en el

caso de las ratas macho y menor en el de las ratas hembra.
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Grafico 4.3. Alimento consumido por las ratas macho durante los 165 dias de experimentacion
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Grafico 4.4 Alimento consumido por las ratas hembra durante los 165 dias de experimentacién

En las mismas graficas se compard el consumo de alimento de las ratas con el

reportado por el proveedor (ENVIGO, 2008) encontrandose que, para las ratas
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macho, el grupo control tuvo un consumo similar al reportado, ya que no adquiere
ninguna fuente extra de calorias mas que el alimento, el grupo fructosa también
presentd un consumo similar al control, mientras que los grupos sacarosa y glucosa
se encontraron por debajo de dicho valor. Para el caso de las hembras el grupo
control coincidié con los valores del proveedor ENVIGO, mientras que los demas
grupos de edulcorante presentaron un consumo menor al reportado.

Como se menciond en la parte de metodologia, el alimento fue proporcionado de
manera ad libitum y sin importar el género para todos los grupos, pero, aun asi, hubo
una diferencia significativa en el consumo. Esto se debié a que los organismos
obtienen la energia que necesitan de los alimentos que ingieren, por lo que la
cantidad de estos dependeran del tamafio, de la composicion y de las necesidades
energéticas propias del organismo (Riumallo, 2019), como el metabolismo basal, el
ejercicio fisico y la termogénesis, ademas del crecimiento (Ayucar, 2005). Debido a
que las ratas macho tuvieron una mayor masa corporal, fue necesario
proporcionarles una mayor cantidad de alimento para cubrir sus requerimientos
energéticos basicos y permitir su crecimiento.

En cuanto al consumo de alimento para las ratas macho, la prueba de Welch
presenté un valor menor a 0.05, por lo que si hubieron diferencias significativas en
cuanto al efecto del edulcorante sobre los patrones de ingesta de consumo de
alimento. La prueba de comparacion de Games-Howell divide a los edulcorantes en

tres grupos homogéneos de acuerdo con lo observado en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Resultados de la Prueba Games-Howell para la ingesta de alimento en ratas macho

Edulcorante N Media (g) Grupo
Control 10 3,672.1 A
Glucosa 10 1,945.8 B
Fructosa 10 3,092.1 C

Sacarosa 10 2,195.9 C

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos
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Tal como se observa en el Gréfico 4.5, el grupo con el mayor consumo de alimento

fue el grupo control (A) seguido del grupo fructosa (B) y, por ultimo, los grupos de

sacarosa y de glucosa (C).
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Grafico 4.5. Diagrama de cajas y bigotes para alimento ingerido acumulado por ratas macho

Para el caso de las ratas hembra, la prueba de Welch también presentd un valor

menor a 0.05, por lo que se afirma que si hubo una diferencia significativa en cuanto

al consumo de alimento dependiendo del tipo de edulcorante suministrado con un

95% de confianza. La prueba de Games-Howell (Tabla 4.6) agrupa los resultados en

cuatro grupos homogéneos siendo el grupo control el que presentdé un mayor

consumo medio seguido de los grupos de fructosa, sacarosa y por ultimo la glucosa.

Dicho resultado, también se visualiza en el Grafico 4.6, donde los grupos se

aprecian bien delimitados y separados.

Tabla 4.6. Resultados de la Prueba Games-Howell para la ingesta de alimento en ratas hembra

Edulcorante N Media Grupo
Control 10 2367.7 A
Fructosa 10 1800.6 B
Sacarosa 10 1428.7 C
Glucosa 10 1094.6 D

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos
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Grafico 4.6. Diagrama de cajas y bigotes para alimento ingerido acumulado por ratas hembra

El grupo control para ambos géneros, fue el grupo que consumié una mayor
cantidad de alimento en relacion con los demas grupos, debido a que presentd un
consumo practicamente de cero calorias en la bebida tal como se muestra en la
Seccidon 4.3. Esto provoca una necesidad de consumo energético en el alimento
para poder mantener la homeostasis energética de una mejor manera. El sistema
anabdlico se encarga de la ganancia de masa corporal a través de la estimulacion
del hambre y el apetito (Simoén y Del Barrio, 2002). En los seres vivos el sistema
nervioso central recibe informacion del estado energético del organismo y con base
en ello, envia ciertas sefales a los organos para poder mantener un balance
energético optimo (Gonzalez y col., 2006). Para la glucosa, por ejemplo, el alto
contenido energético provoca sefiales de llenado gastrico y de saciedad por medio
de hormonas especificas como la insulina y la leptina.

Cabe mencionar que, en roedores, la leptina provoca pérdida de apetito y una
disminuciéon de su masa corporal mediante la reduccion del depdsito de grasa
evitando un incremento excesivo del porcentaje graso e interviniendo en la
homeostasis energética (Gonzalez y col., 2006). La fructosa no provoca el mismo
efecto que la glucosa sobre la liberacion de las hormonas como la insulina y la
leptina, por lo que aumenta el apetito de los animales aun cuando sus necesidades

energéticas estén cubiertas con la bebida endulzada, lo cual repercute en el
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aumento de su masa corporal dando como resultado que los grupos de fructosa
hayan sido los de mayor incremento en cuanto a la masa corporal se refiere

(Esquivel-Solis y Gémez-Salas, 2007).

La tendencia del consumo de ambos géneros fue la misma a la que se encontré en
los estudios realizados por Carrillo (2011) y Guzman y Jiménez (2013), donde
también se evaluo el efecto de los edulcorantes en el consumo de alimento por parte
de las ratas de la estirpe Wistar: Control > fructosa > sacarosa. En ninguno de los
tres trabajos se utilizd la glucosa, pero el hecho de que este grupo ocupe el ultimo
lugar en el consumo de alimento es muy predecible ya que este edulcorante es el

que aporta mas kcal/mL que los otros dos utilizados.

4.3. BEBIDA INGERIDA

De igual manera que para el anterior parametro se comprobé primero la normalidad
y homocedasticidad obteniéndose que los datos del valor de P de la prueba que
evalud la normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) fue menor a 0.05, por lo que
se rechaza la hipdtesis de que los datos provengan de una distribucion normal con
un 95% de confianza como se muestra en la Tabla A.1 en la seccién del Anexo 1.
De igual manera, para ambos géneros la prueba de Levene (Tabla B.1, Anexo 2)
presentd el valor menor a 0.05, lo que demuestra que si hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar de los grupos con un
nivel de confianza del 95%.

Debido a lo mencionado anteriormente, se procedié a analizar los datos por medio
de la Prueba de Medianas de Mood. Para el efecto del género del animal sobre la
bebida ingerida esta prueba evalud la hipotesis de que las medianas de las dos
muestras fueran iguales contando el numero de observaciones en cada muestra a
cada lado de la mediana global.

Esta fue de 10806.8 y tuvo un valor de P de la prueba menor a 0.05 lo cual significa
que si hubo una diferencia significativa entre el consumo de los dos géneros con un
nivel de confianza del 95% (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Resultados de la Prueba de medianas de Mood para efecto del género del animal
sobre el consumo de bebida

Género Tamafiode |[n<=| n> Mediana LC inferior LC superior
muestra 95.0% 95.0%

Hembra 40 25 | 15 10496.1 10275.2 10941.6

Macho 40 15 | 25 11082.0 10388.0 12168.2

Total, n =80 Gran mediana = 10806.8 Estadistico = 5.0 Valor-P = 0.0253444
LC= Limite de confianza

De acuerdo con la informacion de la Tabla 4.7, el grupo con el mayor consumo de
bebida fue el de las ratas macho en relacién con el de las ratas hembra, aun cuando
los valores de las medianas fueron similares. Esta tendencia se puede observar
claramente en los Graficos 4.7 y 4.8, donde los valores de las ratas macho fueron
superiores a los de las hembras, ademas de que presentaron desviaciones mas
grandes. En el caso del Grafico 4.7, el volumen de bebida consumido por las ratas
macho fue cercano a lo reportado por el proveedor ENVIGO, (2008) para el grupo
control, mientras que el consumo de los otros grupos se vio afectado positivamente
por los demas edulcorantes, al igual que en el caso del consumo de bebida en las
ratas hembra (Grafico 4.8).

Al obtener un promedio de consumo por género se encontré que los machos fueron
los que mas bebida ingirieron en comparacion con las hembras, 10,624.75 +
3,301.63 mL contra los 9,074.70 = 3,096.59 mL, debido a que sus requerimientos
energéticos fueron mayores tal como se menciond en el apartado de “Alimento
ingerido” y se tratara mas a fondo cuando se hable del célculo de la ingesta
energética. Conforme transcurrieron los dias, se encontré que los machos bebieron
mucha bebida endulzada, por lo que se les aumentd constantemente el volumen en
el bebedero y como reportaron los autores Martinez-Moreno y col. (2009, 2011), los
grupos incrementaron su consumo de bebida cuando tuvieron una mayor
disponibilidad de liquido. En cuanto al efecto de los edulcorantes sobre el patron de
consumo de bebida de las ratas macho, la prueba de medianas de Mood (Tabla 4.8)
tuvo un valor de P menor a 0.05 por lo que si hubieron diferencias significativas
entre las medianas de las muestras con un 95% de confianza. Aunque estos datos
no cumplen con los requisitos para realizar un Prueba de Duncan los resultados de

esta dio una nocién del comportamiento de éstos. La prueba permitié agrupar los
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datos en tres grupos homogéneos tal como se describe en el Grafico 4.9 donde los
grupos de mayor consumo fueron los de sacarosa (12,758.3 + 1,285.3 mL) y glucosa
(12,593.3 £ 734.1 mL) seguidos del grupo fructosa (10,614.4 + 226.4 mL) y, por
ultimo, el grupo control (5,651.9 + 769.7 mL).
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Griafico 4.7 Tendencia de consumo de bebida en ratas macho durante 165 dias de
experimentacion.
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Grafico 4.8 Tendencia de consumo de bebida en ratas hembra durante 165 dias de
experimentacion
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Tabla 4.8. Resultados de la prueba de medianas de Mood para el efecto de los edulcorantes
sobre el consumo de bebida en ratas macho

Edulcorante| Tamafnode | n<= [n>| Mediana LC inferior LC superior
muestra 95.0% 95.0%
Control 10 10 | 0O 5651.9 4882.2 6421.6
Fructosa 10 10 | O 10614.4 10388.0 10884.8
Glucosa 10 0 (10| 12593.3 11859.2 14097.5
Sacarosa 10 0 (10| 12758.3 11293.0 16585.5
Total, n=40 Gran mediana = 11082.0 Estadistico =40.0 Valor-P = 1.06551E-8

LC= Limite de confianza
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Grafico 4.9. Diagrama de cajas y bigotes para bebida ingerida acumulada por ratas macho

La prueba de Medianas de Mood para la ingesta de bebida por parte de las ratas

hembra también tuvo un valor P menor a 0.05 (Tabla 4.9) por lo que si hubieron

diferencias significativas entre la ingesta de bebida para las ratas hembra

dependiendo del edulcorante consumido.

Tabla 4.9.Resultados de la prueba de medianas de Mood para efecto de los edulcorantes sobre
el consumo de bebida en ratas hembra

Edulcorante | Tamafiode | n<= |n>| Mediana | LC inferior LC superior
muestra 95.0% 95.0%
Control 10 10 | 0| 3671.25 3540.6 4436.1
Fructosa 10 5| 10496.1 10366.8 10772.7
Glucosa 10 10| 11162.7 10941.6 11542.5
Sacarosa 10 5| 10756.2 10235.7 11175.5

Total, n =40 Gran mediana = 10496.1

LC = Limite de confianza

Estadistico = 20.0 Valor-P = 0.000169742
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De igual manera, una prueba de Duncan permitié identificar tres grupos
homogéneos tal como se muestra en el Grafico 4.10, donde el grupo con un mayor
volumen de bebida consumido fue el grupo de glucosa (11,162.7 + 221.1 mL)
seguido del de fructosa (10,496.1 £ 129.3 mL) el de sacarosa (10,756.2 + 520.5 mL)
y por ultimo el grupo control (3,671.3 £ 130.65 mL).
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Grafico 4.10. Diagrama de cajas y bigotes para bebida ingerida acumulada por ratas hembra

Para ambos grupos se aprecia una tendencia de consumo de bebida similar siendo
el grupo que consumié mas bebida el de glucosa seguido de los de sacarosa y
fructosa y, por ultimo, el control, siguiendo lo descrito por algunos autores (Martinez-
Moreno y col., 2009; 2011). Ellos sugieren que los patrones en cuanto al consumo
de bebida se encuentran regulados por algunos factores de importancia, siendo uno
de ellos, el que las ratas desarrollan una preferencia por las bebidas dulces y, por
tanto, ya que son las que les proporcionan energia de manera mas simple por lo que
tienden a beber mas en comparacion con los grupos que beben agua sin sabor.
Ademas, ellos mencionan que los edulcorantes, principalmente la glucosa, tienden a
crear un efecto adictivo en el consumidor. Esto, segun la asesora de esta
investigacion es una falacia: En la naturaleza los seres vivos buscan fuentes de
energia simples para sobrevivir y la glucosa es justamente una fuente de energia
directa para las funciones metabdlicas.

Si se comparan estos resultados con los obtenidos en el apartado 4.2 Alimento
ingerido (Tablas 4.10 y 4.11) se observa que, para ambos géneros, los consumos de

alimento y bebida presentaron una relacién inversa, ya que aquellos grupos que
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tuvieron el mayor consumo de alimento tuvieron el menor consumo de bebida. Es
claro que la energia que requirioé el roedor para cubrir con sus funciones bioldgicas
basicas y su crecimiento provienen de la suma de la energia que proporcionan, tanto
el alimento como la bebida.

El grupo control para ambos géneros fue el que consumié una mayor cantidad de
alimento en relacién con los demas grupos, ya que el nulo aporte energético por
parte de la bebida provocod una necesidad de consumo energético en el alimento
para poder mantener la homeostasis energética de la mejor manera (Simoén y Del
Barrio, 2002).

Tabla 4.10. Promedio de consumo de alimento y bebida ingerida para ratas macho

Grupo Alimento consumido (g) Bebida ingerida (mL)
Control 3,672.2 + 168.2 5,651.9 £+ 811.3
Glucosa 1,945.8 + 167.7 12,799.8 + 837.8
Fructosa 3,092.1 £ 22.1 10,627.6 £ 253.1
Sacarosa 2,195.9 + 270.2 13,419.7 £ 2368.7

Tabla 4.11. Promedio de consumo de alimento y bebida ingerida para ratas hembra

Grupo Alimento consumido (g) Bebida ingerida (mL)
Control 2,367.7 £ 13.3 3,823.7 £ 358.5
Glucosa 1,094.6 + 33.6 11,191.6 £ 269.4
Fructosa 1,800.7 +/- 22.0 10,554.94 £ 203.1

Sacarosa 1,428.7 £ 23.2 10,728.5 £ 468.7

En los seres vivos el sistema nervioso central recibe informacion del estado
energético del organismo y, con base en ello, envia ciertas sefales a los 6rganos
para poder mantener un balance energético optimo (Gonzalez y col., 2006).

Esto permite establecer una estabilizacién de la masa corporal y de la masa grasa, a
través de una red compleja de sistemas fisiolégicos que regulan el aporte, el gasto y
el almacenamiento de reservas energéticas (Simén y Del Barrio, 2002). Cuando se
somete a los animales a cambios en el balance energético se activan procesos
destinados a revertir, igualmente, los cambios producidos en el tamafo del tejido
adiposo, por lo que en el caso de los grupos que consumieron los edulcorantes
naturales el consumo de alimento y bebida se encuentra bien balanceado y no

provoca la obesidad de los animales. Para la glucosa, por ejemplo, el alto contenido
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energético ingerido en la bebida provoca sefales de llenado gastrico y saciedad por
medio de las hormonas especificas de la insulina y leptina no requiriendo un alto
consumo de alimento sdlido.

La leptina, como se mencion6 anteriormente, actia como una sefial que llega al
cerebro informando sobre el tamafo del tejido adiposo y actuando como factor de
saciedad, reduciendo el apetito, lo que disminuye la masa corporal mediada por una
reduccion del depdsito de grasa. En situaciones de balance energético positivo,
como es el caso de los grupos que consumieron sacarosa y glucosa el nivel de
leptina en la sangre aumentd provocando que los roedores no consumieran tanto
alimento, manteniéndose la homeostasis energética y evitando un aumento drastico
de masa corporal. La fructosa, por otro lado, no provoco el mismo efecto que estos
glucidos sobre la liberacidn de las hormonas, por lo que aumento el apetito de los
animales aun cuando sus necesidades energéticas estaban cubiertas con la bebida
endulzada (Esquivel-Solis y Gémez-Salas, 2007), lo cual repercutié en el aumento
de su masa, dando como resultado que los grupos de fructosa haya sido los de
mayor incremento en masa corporal para el caso de las ratas macho y el segundo
grupo con mayor incremento en masa para las ratas hembra aunque sin encontrarse
diferencias significativas entre los animales modelo de los grupos en estudio en el
rango de edad mencionado (ratas bebés, infantes, prepuberes y puberes,
terminando con ratas jovenes).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados en estudios anteriores, por
ejemplo, en el estudio de Guzman y Jiménez (2013) donde se evalud el consumo de
bebidas con edulcorantes en 120 ratas macho se obtuvo que los grupos de mayor
consumo de bebida endulzada fueron el de sacarosa (10%) seguido del grupo
fructosa (7%) y posteriormente el grupo control que bebidé solo agua potable y de
igual manera a los resultados obtenidos en este estudio esto tuvo un impacto en su
patrén de alimentacion ya que el consumo mayor del alimento se dio en el grupo
control seguido del grupo sacarosa y por ultimo el grupo fructosa. Aunque en este
estudio no se evalué el efecto de la glucosa sobre los parametros antes
mencionados, es razonable pensar que nuestros resultados son correctos pues el

grupo glucosa tiene una alta preferencia por la bebida debido a su convertibilidad en
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energia innata. Basta ver a las hormigas cuando se les ponen cristales de sacarosa
como van por ellos, mientras que si son de fructosa no se acercan. Otro estudio
realizado por Carrillo (2011) en 120 ratas macho mostré que el grupo que consumio
sacarosa (10%) tuvo una mayor ingesta de bebida que el grupo fructosa (7%) vy el
grupo control que bebidé unicamente agua potable y de igual manera tuvieron una
relacion inversa de consumo de alimento apoyando la idea de que el balance
energético es mantenido de manera natural en los especimenes, y aunque no se
tiene la misma concentracion de sacarosa que en nuestro estudio (14%) aun es mas
alta que la concentracién de sacarosa. Por ultimo, en el estudio realizado por
Mendoza-Pérez (2017) que reporta datos del consumo de todos los edulcorantes
usados en este experimento, pero con concentraciones de 10% m/v para cada uno
de ellos, muestra una tendencia de consumo similar a la que obtuvimos en el
experimento siendo los grupos sacarosa y glucosa (no existi6 una diferencia
significativa entre estos dos resultados) los de mayor consumo de bebida seguidos
del grupo fructosa y control y una relacion inversa en el consumo de alimento. Este
hallazgo debera ser estudiado con mayor profundidad, en primer lugar porque hay
muy pocos resultados para comparar en el caso de las ratas hembras y en segundo
lugar porque al parecer la concentraciéon del edulcorante en la bebida podria cambiar

la respuesta del espécimen y por tanto resultados diferentes.

4.4. CALCULO DE LA INGESTA ENERGETICA

Para cuantificar el consumo energético tedrico de los animales, se realizé la suma
del aporte energético del alimento y la bebida con edulcorante en el caso de los
grupos de glucosa, fructosa y sacarosa, mientras que para el grupo control
solamente se contabilizé la energia por la ingesta de alimento. De acuerdo con lo
informado por el proveedor (ENVIGO, 2015), cada gramo del alimento aporta 13 kJ
(3.1 kcal) por gramo mientras que la bebida que contiene glucosa aporta 2.34 kJ
(0.56 kcal) / mL, la de fructosa 1.17 kJ (0.28 kcal) /mL y la de sacarosa 1.67 kJ (0.40
kcal) / mL.

Tanto para las ratas macho como para las ratas hembra la Prueba de Kolmogorov-
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Smirnov (Tabla A.1, Anexo 1) mostré que las poblaciones presentaron una tendencia
que se ajusta a una normal. Los resultados para la Prueba de Levene, cuyo
resultado se muestra en la Tabla B.1 del Anexo 2, con valor P menor a 0.05, mostro
qgue hubieron diferencias significativas entre las desviaciones estandar de los niveles
de edulcorante con un nivel de confianza de 95%. Por tanto, el analisis de los datos
se realizé por medio de la Prueba de Welch y, posteriormente, se aplicé la Prueba
de Games-Howell para comparar las muestras.

En cuanto al efecto del género de los animales considerando el calculo la ingesta
energética tedrica, con la Prueba de Welch se obtuvo un valor menor a 0.05 por lo
que se demostré con un 95% de confianza que las medias de ambos grupos fueron
diferentes y, por tanto, hubieron diferencias significativas en cuanto al efecto del
género del animal sobre la sumatoria del consumo de alimento y de bebida
considerados. La posterior prueba de Games-Howell pone a ambos géneros en
diferentes grupos y muestra que los machos fueron a los que se les calcul6 el mayor
consumo energético teorico presentado con una media de 51637 kJ, mientras que el
de las hembras fue de 35864 kJ.

La tendencia de los célculos por género a lo largo de los 165 dias de

experimentacion se pudo observar en los Graficos 4.11y 4.12.

500 -
—— Control
400 - —=— Glucosa
—— Fructosa
300- ; ” il 2 g el EEF™  —~— Sacarosa

Ingesta energética (kJ)

200 I
100
0 T T T
0 50 100 150

Tiempo (dias)
Grafico 4.11. Ingesta energética diaria de ratas macho durante 165 dias de experimentacién
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Grafico 4.12. Ingesta energética diaria de ratas hembra durante 165 dias de experimentacion

En cuanto al efecto de adicionar a la energia proporcionada por el alimento la de los
diferentes edulcorantes consumidos para las ratas macho, la prueba de Welch tuvo
un valor menor a 0.05, por lo que se demostré6 con un 95% de confianza que
hubieron diferencias significativas entre las medias de los grupos. Es decir, que si
hay un efecto de la energia proporcionada tedricamente por los edulcorantes sobre
los patrones de ingesta energética calculados. La prueba de comparaciéon de
Games-Howell agrupé a los datos en cuatro grupos homogéneos, tal como se
observa en el Grafico 4.13. De igual manera, muestra que el grupo que tuvo
mayores valores fue el de glucosa seguido del de fructosa, del de sacarosa y, por
ultimo, del grupo control.

Para el caso de las ratas hembra, la Prueba de Welch también present6 un valor
menor a 0.05, por lo que también hubieron diferencias estadisticas que evidencian
que hay un efecto por la cantidad de edulcorantes sobre el calculo de la ingesta
energética tedrica. La Prueba de Games-Howell también agrupé a los datos en
cuatro grupos homogéneos tal como se observa en el Grafico 4.14 dando una
tendencia de la cantidad de energia calculada proporcionada tedricamente por el

edulcorante y el alimento consumidos, posicionando al grupo de glucosa como el de
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mayor impacto en el calculo de la energia proporcionada seguido de los grupos que
ingirieron agua con sacarosa y con fructosa y, por ultimo, el grupo control con
medias de 40418, 36490, 35767 y 30779 kJ, respectivamente.
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Grafico 4.13. Diagrama de cajas y bigotes para ingesta energética acumulada de ratas macho
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Grafico 4.14. Diagrama de cajas y bigotes para ingesta energética acumulada de ratas hembra

Es importante mencionar que para ambos géneros existido una diferencia significativa
entre la ingesta energética tedrica calculada aun cuando al principio del analisis de
los resultados se encontré6 que no habian diferencias significativas en cuanto al
aumento de masa corporal entre los grupos. Por ejemplo, en el caso de las ratas
hembra, el grupo que consumié glucosa y tuvo una ingesta energética teérica mayor
y también tuvo el mayor incremento de masa al cabo de los 165 dias de
experimentacion mientras que, para el caso de los machos, aunque el grupo que
consumio glucosa fue el que presentd la mayor ingesta energética fue el que tuvo la

menor ganancia de masa corporal de los tres grupos de edulcorantes al ser
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comparado con el grupo control. Este es otro hallazgo muy trascendente que debera
ser corroborado con otros estudios, como los del efecto de los edulcorantes
caldricos e hipocaldricos sobre la actividad de las enzimas reguladoras de la
glucdlisis y la lipogénesis: glucocinasa, piruvato cinasa, fosfofructocinasa, acetil-
coenzima A carboxilasa y la sintasa de acidos grasos en tejido hepatico que se

encuentran ya en ejecucién (Mendoza-Pérez, 2020).

Este resultado fue de suma importancia, ya que evidencia que la ingesta energética
tedrica no afecta directamente la ganancia de masa corporal del individuo, tal como
se muestra en algunos articulos revisados como los de Davila-Torres y col. (2015),
Duelo-Marcos y col. (2009) y Ortega y col. (2018) donde los autores mencionan que
el desarrollo de las enfermedades del sindrome metabdlico como la obesidad se da
por multiples razones como: Una alta masa corporal al nacer, ausencia de lactancia
materna, entorno social y economico, factores genéticos, falta de actividad fisica,
vida sedentaria y, por supuesto, una alimentacion no balanceada y saludable
acordes con la actividad fisica.

El resultado obtenido es similar al estudio de Carrillo (2011) donde reporta que la
ingesta energética total de sus roedores se calculd sumando el alimento consumido
y la bebida en los grupos que consumieron sacarosa y fructosa y tomando en cuenta
unicamente el alimento para el grupo control. La resultados de ingesta energética
para estos tres grupos tuvo una diferencia significativa, pero de igual manera que en
nuestro estudio esto no tuvo un impacto directo sobre el incremento en masa de las
ratas pues al hacer el analisis estadistico no se encontro una diferencia significativa.
De la misma forma, la investigacién realizada por Reyes y Pérez (2010) en ratas
macho que consumian bebidas endulzadas con fructosa (7%) y sacarosa (10%)
tuvieron resultados similares a los antes reportados. Al comparar la ingesta
energética de los animales, dada por su consumo de alimento y bebida, con el grupo
control ( que sélo bebidé agua potable) se encontré que el grupo con la mayor ingesta
fue el de fructosa seguido del grupo sacarosa y por ultimo el control pero tampoco
tuvieron un impacto en los resultados de incremento de masa de las ratas pues para

este dato tampoco se encontrdé una diferencia estadistica significativa.
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4.5. CUANTIFICACION DEL TEJIDO ADIPOSO RETROPERITONEAL

Después de los tres dias de adaptacion de las ratas bebés al alimento sdlido ya que
estaban recién destetadas, se practicd una eutanasia humanitaria a 10 ratas macho
y 10 ratas hembra, que se denominaron “Grupo basal’. El médico veterinario
proveniente de la Facultad de Medicina, Veterinaria y Zootecnia de la UNAM extrajo,
entre otros, el tejido adiposo retroperitoneal y este se pesoO, obteniendo los

resultados mostrados en las Tablas 4.12 y 4.13.

Tabla 4.12. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas macho del grupo basal

Ndmero de Masa de la Masa de tejido | Masa de tejido adiposo
identificacion rata (g) adiposo (g) (g)  masa de la rata
1 54 0.14 0.0026
2 451 0.18 0.0040
3 47 .4 0.22 0.0046
4 39.0 0.08 0.0021
5 45.2 0.24 0.0053
6 48.4 0.28 0.0058
7 37.6 0.18 0.0048
8 40.5 0.06 0.0015
9 47.3 0.34 0.0072
10 35.6 0.30 0.0084

PROMEDIO 44.010 0.202 0.0046
Desviacion estandar 5.708 0.092 0.0022

Después de realizar los analisis de normalidad y homocedasticidad (Tablas A.1 y
B.1) a los datos del tejido adiposo, se realizé un analisis de varianza donde el Unico
factor fue el género del animal y la variable dependiente fue la masa del tejido
adiposo de los especimenes.

En la Tabla 4.14 se observa que el andeva (ANOVA en inglés) dio como resultado
un valor P de la prueba menor a 0.05 por lo que se concluye que si hubieron
diferencias significativas entre la cantidad de tejido adiposo de las ratas bebés
dependiendo del género con un 95% de confianza, pudiendo apreciarlo en el Grafico
4.15.
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Tabla 4.13. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas hembra del grupo basal

No. identificacion Masa de la Masa de tejido | Masa de tejido adiposo
rata (g) adiposo (g) (g) / masa de la rata

1 51.80 0.48 0.0093

2 54.10 0.36 0.0067

3 64.00 0.40 0.0063

4 45.80 0.24 0.0052

5 53.70 0.34 0.0063

6 63.90 0.10 0.0016

7 42.80 0.14 0.0032

8 44 .40 0.46 0.0104

9 51.40 0.46 0.0089

10 51.80 0.48 0.0093
Promedio 52.370 0.346 0.0067
Desviacion estandar 7.248 0.141 0.0028

Tabla 4.14. Analisis de varianza unifactorial, andeva (ANOVA en inglés), para la cantidad de
tejido adiposo de ratas macho y hembra del grupo basal

Fuente Suma de Grados de |[Cuadrado medio |Razén-F |Valor-P
cuadrados |libertad

Entre grupos [0.01682 1 0.01682 4.82 0.0414

Intra grupos  |0.06278 18 0.00348778

Total (Corr.) ]0.0796 19

Como se observa en el Grafico 4.15, el grupo con la mayor proporcién de tejido
adiposo fue el de las hembras. Pero observando los datos de la Tabla 4.12 es
posible percatarse de que la masa es muy desigual para algunas de las ratas por lo
que la desviacion estandar de la poblacion es mas grande que en el caso de los
machos. Esto se debe a que, como mencionan Valiente y col. (1999), el contenido
de grasa en las ratas depende de la alimentacién de la madre durante el embarazo,
la edad de la rata y la masa corporal de la misma y recordando que a su llegada a la
UNEXA las ratas tenian una masa corporal entre 30-60 g, esta masa inicial pudo ser
uno de los factores mas determinantes en la cantidad de tejido adiposo de los

especimenes al inicio de su destete.
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Grafico 4.15. Diagrama de cajas y bigotes para masa de tejido adiposo de ratas macho y ratas
hembra del grupo basal

Al observar las Tablas 4.12 y 4.13, los resultados de la relacibn masa de tejido
adiposo (g) / masa de la rata, es posible observar que éstos presentaron valores
muy semejantes y valores de desviacion estandar pequefios por lo que se realizé un
anadlisis de varianza con dichos datos y se encontré que no hubieron diferencias
significativas entre la masa de tejido adiposo de ambos géneros en relacion con su
masa corporal.

Después de 165 dias de experimentacion, las ratas que se mantuvieron en el
proyecto también recibieron una eutanasia humanitaria, extrayendo el tejido adiposo
retroperitoneal. Los valores de masa obtenidos cumplieron con los supuestos
necesarios para un analisis multifactorial tipo andeva (ANOVA en inglés) de acuerdo
con el diseno experimental: Dos factores; género del animal y tipo de edulcorante.
Recordando, el primer factor tuvo dos niveles: ratas macho y ratas hembra y el
segundo factor tuvo 4 niveles: glucosa, fructosa, sacarosa y el grupo control.

El andeva (ANOVA en inglés) de la Tabla 4.15 que descompone la variabilidad de la
masa del tejido adiposo en contribuciones debidas a varios factores, mostré6 un
valor-P mayor a 0.05 para el caso del edulcorante por lo que no se presentaron
diferencias significativas de este factor sobre la masa de tejido adiposo de las ratas
con un nivel de confianza del 95% mientras que el género del animal si presentd un
efecto significativo sobre la masa del tejido de las ratas macho con un 95% de

confianza.
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Tabla 4.15. Analisis de varianza multifactorial, andeva (ANOVA, en inglés) para la masa de
tejido adiposos retroperitoneal de ratas macho y hembra después de 165 dias de
experimentacion

Fuente Suma de Grados de |Cuadrado |Razén-F |Valor-P
cuadrados libertad medio

Efectos principales

A: Género 366.267 1 366.267 36.72 0.0000

B:Edulcorante 22.3865 3 7.46218 0.75 0.5307

Residuos 349.064 35 9.97326

Total (corregido) 737.718 39

Observando los datos de las Tablas 4.16 a 4.23 fue posible corroborar que, para las
ratas macho, los valores de tejido adiposo fueron mayores en relacion con los de las
ratas hembra y, con ello, se confirma lo obtenido en el analisis de varianza
multifactorial. Sin embargo, al realizar una relacion de masa de tejido adiposo (g) /
masa de la rata (g) no se observaron valores tan variados en ninguno de los
generos.

El Grafico 4.16 muestra los resultados obtenidos apreciandose que, aunque las ratas
macho presentaron una mayor cantidad de tejido adiposo, este fue proporcional a su

masa corporal, al igual que en el caso de las ratas hembra.
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Grafico 4.16. Relacion masa de tejido adiposo (g) / masa de la rata (g) para ratas macho y

hembra después de 165 dias de experimentacion
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Para el caso del efecto de los edulcorantes en el desarrollo del tejido adiposo en las
ratas macho, los resultados de las Tablas 4.16 a 4.19 y el Grafico 4.17 permitieron
observar que ninguno de los grupos que consumieron bebidas con edulcorantes
caléricos tuvieron una diferencia significativa con respecto del grupo control,
confirmado por el analisis estadistico anterior. Esto hace pensar que la cantidad de
tejido adiposo de los animales tiene una relacion directa con su masa corporal.

Aunque no se encontré una diferencia estadistica en los valores, la tendencia de

desarrollo de tejido adiposo para las ratas macho fue: glucosa > fructosa > sacarosa

> control.
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Grafico 4.17. Diagrama de cajas y bigotes para masa de tejido adiposo de ratas macho
después de 165 dias de experimentacion

Tabla 4.16. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas macho del grupo control
después de 165 dias de experimentacion

Numero de identificacién Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g) /
de la rata rata (g) adiposo (g) Masa de la rata (g)
2 413.6 12.2 0.029
8 308.6 12.2 0.040
55 358.7 21.6 0.060
56 327.5 11.2 0.034
57 379.3 23.2 0.061
Promedio 357.5 16.1 0.045
Desviacién estandar 41.6 5.8 0.015

Tabla 4.17. Masa en gramos de tejido adiposos retroperitoneal de ratas macho del grupo que
consumié glucosa después de 165 dias de experimentacion

Numero de identificacion Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g) /
de la rata rata (g) adiposo (g) Masa de la rata (g)
27 407.6 46.44 0.114
48 3314 13.92 0.042
64 356.4 15.54 0.044
71 334.8 17.42 0.052
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Numero de identificacion Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g) /
de la rata rata (g) adiposo (g) Masa de la rata (g)
67 386.9 20.02 0.052
Promedio 363.4 22.67 0.061
Desviacién estandar 33.2 13.48 0.030

Tabla 4.18. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas macho del grupo que
consumio fructosa después de 165 dias de experimentacion

Numero de identificacion Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g) /
de la rata rata (g) adiposo (g) Masa de la rata (g)
13 397.7 21.08 0.053
17 419.1 31.38 0.075
28 390.3 14.62 0.037
38 387.2 17.16 0.044
42 437.6 21.48 0.049
Promedio 406.4 21.14 0.052
Desviacion estandar 214 6.40 0.014

Tabla 4.19. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas macho del grupo que
consumio sacarosa después de 165 dias de experimentacion

Numero de identificacion | Masa de Masa de tejido | Masa de tejido adiposo (g)
de la rata la rata (g) adiposo (g) | Masa de la rata (g)
16 412.8 21.06 0.051
32 467.4 13.68 0.029
41 379.9 16.56 0.044
61 366.3 23.04 0.063
66 365.2 11.10 0.030
Promedio 398.3 17.10 0.043
Desviacién estandar 431 4.97 0.014

De manera teorica, el grupo que consumid fructosa deberia ser el que acumulara la

mayor cantidad de tejido adiposo, ya que como se mencioné anteriormente este

edulcorante no estimula la secrecion de la leptina e insulina en la sangre que son las

hormonas que sefialan la degradacién del glucido para convertirlo en energia en

lugar de almacenarlo como triacilglicéridos.

Para el caso de las hembras, los resultados del Grafico 4.18 mostraron que el grupo

ingiriendo fructosa fue el unico donde la media de la poblacién se encontré por

debajo de la del grupo control.
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Grafico 4.18. Diagrama de cajas y bigotes para masa de tejido adiposo de ratas hembra
después de 165 dias de experimentacion
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Sin embargo, no se aprecia claramente una diferencia con los demas edulcorantes,
misma que se habia encontrado en el analisis de varianza multifactorial. Observando
los resultados de los promedios de la relacion Masa de tejido adiposo (g) / Masa de
la rata (g) de las Tablas 4.20 a 4.23 es evidente que no hubieron diferencias
significativas entre este parametro. Ademas, las desviaciones estandar de los datos
son pequenas, al igual que en el caso de las ratas macho. Para las ratas hembra, la
tendencia de desarrollo de tejido adiposo retroperitoneal fue: glucosa > control >
sacarosa > fructosa.

Estos resultados indican que, aunque ciertamente el consumo de los edulcorantes
en las bebidas presenta un efecto sobre la ganancia de masa corporal y la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo retroperitoneal, este efecto no es diferente
al de un grupo control que no consumié dichos edulcorantes siempre y cuando el
consumo se acompafe de una ingesta energética adecuada proveniente de una
buena alimentacién y una actividad fisica suficiente de acuerdo con la especie
(Ponce y col., 2010), lo que tenian estos grupos modelo.

Asi mismo, al igual que en el caso de los humanos, la distribucion y cantidad del
tejido adiposo aumenta constantemente conforme transcurren las diferentes etapas
de la vida, alcanzando su maximo en la vida adulta y la distribucién anatémica
muestra patrones de cambio con el género. En los machos, la acumulacion del tejido
adiposo se da en el segmento superior del cuerpo, en el area del tronco y el

abdomen, y se denomina “obesidad androide”. Para las hembras se da en el
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segmento inferior, zona gluteo-femoral, dando paso a la obesidad ginoide (Pérez y
col., 2010). Por ello, esta es una de las razones del por qué los machos tenian en
general una mayor cantidad de tejido adiposo.

Segun lo descrito por Lacasa y col. (1994), las hormonas esteroides sexuales juegan
un papel importante en las diferencias regionales de acumulacién de tejido adiposo
entre ambos géneros, ya que ademas de actuar sobre los adipocitos también lo
hacen sobre algunos precursores de la lipogénesis. Giudicelli y col. (1993) también
mencionan que, en las ratas, los estrégenos propios de las hembras inducen el
agotamiento de las reservas de grasa aumentando la respuesta lipolitica de los
adipocitos intraabdominales, lo cual explica que, para todos los grupos de
edulcorantes, las ratas hembra tuvieran una menor cantidad de tejido adiposo
retroperitoneal tal como se muestra en las Tablas 4.20 a 4.23.

Tabla 4.20. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas hembra del grupo
control después de 165 dias de experimentacion

Numero de Masa de la Masa de tejido | Masa de tejido adiposo (g)
identificacion de la rata rata (g) adiposo (g) / Masa de la rata (g)

6 122.8 9.24 0.075

22 186.1 13.24 0.071

57 145.5 5.80 0.040

71 129.0 3.32 0.026

41 136.3 6.54 0.048

Promedio 143.5 7.62 0.052
Desviacidn estandar 25.04 3.78 0.020

Tabla 4.21. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas hembra del grupo que

consumio glucosa después de 165 dias de experimentacion
Nimero de Masa de la | Masa de tejido | Masa de tejido adiposo (g) /
identificacion de la rata rata (g) adiposo (9) Masa de la rata (g)

5 1411 5.52 0.039

24 186.1 10.54 0.057

36 166.3 12.56 0.076

58 130.9 6.46 0.049

78 151.4 8.68 0.057

Promedio 155.2 8.75 0.056
Desviacién estandar 21.7 2.89 0.014

Tabla 4.22. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas hembra del grupo que
consumio fructosa después de 165 dias de experimentaciéon

Nidmero de Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g)
identificacion de la rata rata (g) adiposo (g) | Masa de la rata (g)
18 125.6 7.64 0.061
28 180.8 2.24 0.012
31 136.8 5.36 0.039
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Numero de Masa de la Masa de tejido | Masa de tejido adiposo (g)
identificacion de la rata rata (g) adiposo (g) / Masa de la rata (g)
70 144.8 4.86 0.034
73 143.2 2.62 0.018
Promedio 146.2 4.54 0.033
Desviacién estandar 20.7 2.20 0.0193

Tabla 4.23. Masa en gramos de tejido adiposo retroperitoneal de ratas hembra del grupo que
consumio sacarosa después de 165 dias de experimentacion

Nidmero de Masa de la Masa de tejido Masa de tejido adiposo (g)
identificacion de la rata rata (g) adiposo (g) | Masa de la rata (g)

32 192.9 12.74 0.066

34 176.6 10.06 0.057

52 124.2 5.58 0.045

68 1271 5.88 0.046

55 127.6 3.90 0.031

Promedio 149.7 7.63 0.049
Desviacién estandar 32.6 3.64 0.132

Segun el articulo de Garcia-Carrizo y col. (2017), el envejecimiento se asocia con un
mayor riesgo de alteraciones metabdlicas, por o que con el paso del tiempo la
diferencia entre el tejido adiposo de las ratas macho y las ratas hembra se vuelve
mas grande en comparacion con el grupo basal. Tal como lo describen Nadal-
Casellas y col. (2013), este aumento es mucho mas notable en los machos que en
las hembras, ya que estas tienen un mayor potencial termogénico y una mayor
sensibilidad a la insulina debido al entorno hormonal propio del género.

La forma maligna de la obesidad es la abdominal ya que se asocia con la
prevalencia de patologias crénicas tales como la hipertension arterial, diabetes
mellitus tipo 2, insulino-resistencia, higado graso no alcohdlico y otras alteraciones
en la regulacion, metabolismo y secrecibn de hormonas como lo mencionan
Baudrand y col. (2010) y Godinez y col (2002).

A continuacién, con base en esos resultados y la discusion relativa a ellos, se
presentan las conclusiones obtenidas de esta investigacién y las recomendaciones

para continuar con la investigacion.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Considerando que el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto del consumo
cronico "ad libitum" de los edulcorantes caldricos: glucosa, fructosa y sacarosa
sobre los patrones de ganancia de masa corporal, el alimento consumido, la
bebida ingerida y con ellos, el calculo de la ingesta tedrica de energia
empleando ratas Wistar comparando su desempefio con un grupo control que no
ingeria edulcorantes durante 165 dias de experimentacion después del destete y

con base en los analisis estadisticos, es posible concluir lo siguiente:

e Al realizar el analisis estadistico se encontré una diferencia significativa en el
efecto del género sobre los cuatro parametros evaluados en el estudio. Para
todos los casos las ratas macho fueron las que tuvieron mayores promedios
que las ratas hembra. Esto es inherente al tipo de animales modelo
(ENVIGO, 2008, 2016).

e Para el incremento en masa corporal no se encontr¢ diferencia significativa
dependiendo del tipo de edulcorante consumido para ambos géneros, pero
la tendencia de consumo fue fructosa > sacarosa > glucosa > control para
ratas macho y glucosa >fructosa >sacarosa > control para las ratas hembra.
Esto contradice el hecho de que se asocie a los edulcorantes caloricos con
el exceso de masa corporal en poblaciones de mamiferos en la infancia, la
nifez, la pubertad y la adolescencia.

e Para la cantidad de alimento consumido se encontr6 una diferencia
significativa dependiendo del tipo de edulcorante consumido por los grupos

de ambos géneros. La tendencia de consumo fue control > fructosa >
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sacarosa > glucosa para ambos géneros sin ningun efecto sobre la ganancia
de masa corporal.

Para el consumo de bebida con edulcorante ingerida se encontré una
diferencia significativa dependiendo del tipo de edulcorante consumido para
ambos géneros. La tendencia de consumo fue: sacarosa > glucosa >
fructosa > control para ratas macho y glucosa > sacarosa > fructosa >
control para las ratas hembra. Esto es esperado ya que una fuente de
energia simple es preferida para la homeostasis energética.

Para los calculos tedricos de ingesta energética de los especimenes se
encontré que, tanto para las ratas macho como hembra, existe una
diferencia significativa dependiendo del tipo de edulcorante consumido
siendo la tendencia: glucosa> fructosa >sacarosa > control para el caso de
las ratas macho y glucosa > sacarosa > fructosa > control para las ratas
hembra. Al comparar estos resultados con los obtenidos con el incremento
de masa corporal se evidencid que la ingesta energética no tiene un efecto
determinante sobre el incremento en masa en esta etapa de crecimiento
(destete —adolescencia) siempre y cuando la actividad fisica del espécimen
sea correcta, su alimentaciéon balanceada y no se caiga en excesos de
consumo de alimento o bebida endulzada, que fue el caso de los animales
modelo en estudio.

Al obtener el tejido adiposo retroperitoneal de los especimenes del grupo
basal, conformado por ratas recién destetadas con tres dias de ingerir
alimento sdlido, se encontr6 que existe una diferencia estadistica
significativa dependiendo del género, siendo que las ratas hembra quienes
tuvieron una cantidad mayor a los machos. Al comparar la relacion de masa
de tejido adiposo (g) / masa corporal de la rata (g) se encontré6 que, en
realidad, el tejido adiposo es proporcional a la masa de la rata para ambos
geéneros. Este mismo resultado se encontré en el segundo grupo que recibio
la eutanasia después de 165 dias después del destete.

Al realizar la eutanasia humanitaria del segundo grupo (165 dias) se

encontré que no existe una diferencia significativa en el desarrollo de tejido
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adiposo retroperitoneal dependiendo del tipo de edulcorante que se
consumio, la relacién de masa de tejido adiposo (g) / masa de la rata (g) fue
similar para todos los grupos y tuvo una desviacion estandar pequeia lo que
mostro, nuevamente, que la condicion del mal llamado “sobrepeso”, mas
bien exceso de masa corporal, ya que el peso es una propiedad que mide
fuerza y no masa corporal, en comparacion con el respectivo grupo control,
no depende del tipo o la cantidad de edulcorante consumido.

e La tendencia de desarrollo de tejido adiposo fue glucosa > fructosa >
sacarosa > control para ratas macho y glucosa > control > sacarosa >

fructosa para las ratas hembra.

5.2. RECOMENDACIONES

e Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion y habiendo
observado a grosso modo que el efecto del consumo de los edulcorantes
glucosa, sacarosa y fructosa en concentraciones similares a las de las
bebidas endulzadas comerciales no es determinante para desarrollar exceso
de masa corporal en los animales modelo estudiados, seria importante hacer
un analisis exhaustivo del efecto metabdlico que causan ya que, en varios
estudios a largo plazo, se ha encontrado que alteran los mecanismos
hormonales relacionados con su aprovechamiento (Mendoza-Pérez, 2017)

e Al revisar articulos relacionados con el tema se encontré que los estudios se
centran mayormente en la utilizacion de glucosa y fructosa como edulcorantes
caléricos por lo que se deberia extender a la sacarosa ya que este
carbohidrato ha sido satanizado por ser anteriormente el mas consumido en
los hogares de las personas mas desfavorecidas de la sociedad a nivel global

e De igual manera, deberia extenderse el estudio a edades avanzadas de
grupos de ratas hembra ya que se ha demostrado que las hembras son mas
sensibles al consumo de alimentos con carbohidratos o que podria explicar

por qué las mujeres son las que presentan mayor incidencia en problemas de
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exceso de masa corporal, obesidad y otras enfermedades relacionadas con el
sindrome metabdlico, como la diabetes mellitus y

Finalmente, debe evaluarse el porqué de que, aunque tedricamente se
consuma una ingesta caldrica mayor, esto no se refleja en la ganancia de

masa corporal ni el aumento del tejido adiposo retroperitoneal.
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ANEXO 1

Evaluacion de la normalidad de los datos con la Prueba

de Kolmogorov-Smirnov

Tabla A1.1 Resultados de la Prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la

normalidad de los datos

Parametro Valor P Veredicto de
normalidad

Incremento en masa acumulado en ratas macho 0.817 Cumple
Incremento en masa acumulado en ratas hembra 0.453 Cumple
Alimento ingerido por ratas macho 0.143 Cumple
Alimento ingerido por ratas hembra 0.176 Cumple
Volumen de bebida ingerido por ratas macho 0.039 No cumple
Volumen de bebida ingerido por ratas hembra 0.000 No cumple
Ingesta energética de ratas macho 0.293 Cumple
Ingesta energética de ratas hembra 0.120 Cumple
Masa de tejido adiposo de ratas macho del grupo basal 0.100 Cumple
Masa de tejido adiposo de ratas macho del grupo basal 0.954 Cumple
Masa de tejido adiposo de ratas macho de la segunda 0.304 Cumple
eutanasia
Masa de tejido adiposo de ratas hembra de la segunda 0.602 Cumple

eutanasia
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ANEXO 2

Evaluacion de la homocedasticidad de los datos con la

Prueba de Levene

Tabla A2.1 Resultados de la Prueba de Levene para evaluar la
homocedasticidad de los datos

Parametro Valor P Veredicto de
normalidad
Incremento en masa acumulado en ratas macho 0.255 Cumple
Incremento en masa acumulado en ratas hembra 0.766 Cumple
Alimento ingerido por ratas macho 0.000 No cumple
Alimento ingerido por ratas hembra 0.001 No cumple
Volumen de bebida ingerido por ratas macho 0.000 No cumple
Volumen de bebida ingerido por ratas hembra 0.002 No cumple
Ingesta energética de ratas macho 0.000 No cumple
Ingesta energética de ratas hembra 0.000 No cumple
Masa de tejido adiposo de ratas del grupo basal 0.187 Cumple
Masa de tejido adiposo de ratas macho de la segunda 0.846 Cumple
eutanasia
Masa de tejido adiposo de ratas hembra de la segunda 0.856 Cumple

eutanasia
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ANEXO 3a

Historia de las ratas de laboratorio usadas en estos
experimentos
(http:/lwww.wistar.org/about_wistar/history.html)

(https:/Iwistar.org/wistar-archives)

History (http://www.wistar.org/about_wistar/history.html)

(https://wistar.org/wistar-archives)

The Wistar Institute, the nation's first independent medical research facility, was founded in
1892. It is named for Caspar Wistar, a prominent Philadelphia physician who began his
medical practice in 1787.

The Archives of The Wistar Institute were established to preserve the history of The Wistar
Institute of Anatomy and Biology, its role as the nation's oldest independent biomedical

research institute, and of the Wistar family as related to The Institute.

Our history extends back to the Colonial Era of Philadelphia and the role of Caspar Wistar,
M.D. (1761-1818), Chair of Anatomy at the University of Pennsylvania and author of the

first American textbook of anatomy.
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The Wistar Institute was founded in 1892 and named for Dr. Wistar by his great-nephew
Isaac Jones Wistar (1827-1905). Dr. Caspar Wistar was author of the first American
textbook of anatomy and succeeded his friend Thomas Jefferson as president of the
American Philosophical Society. In 1808 he became chair of the Department of Anatomy at
the University of Pennsylvania School of Medicine. Dr. Wistar was cultivated in the
humanities as well as the sciences and hosted the famous Wistar "parties" for leading
intellectuals of the city as well as foreign visitors at his home at Fourth and Locust streets.
To augment his medical lectures and illustrate comparative anatomy, Dr. Wistar began a
collection of dried, wax-injected, and preserved human specimens. The collection was
enhanced by a series of models in wood and papier-maché constructed by America's first
native-born professional sculptor, William Rush. Today, The Wistar Institute Museum
owns the only extant examples of Rush's anatomical models.

Two years before Dr. Wistar's death in 1818, he appointed a young physician, Dr. William
Edmonds Horner, as carctaker of the museum collection. After Wistar's death, William
Horner, who later served as dean of the University of Pennsylvania School of Medicine,
maintained and expanded the collection of anatomical specimens. The combined
collections became known as the Wistar and Horner Museum.

The Wistar and Horner Museum collections were further expanded under the curation of
Dr. Joseph Leidy, who acquired animal specimens as well as fossil and anthropological
samples. By the late 1880s, however, the collection had grown so large and well used that it
was beginning to show signs of wear and neglect, a situation compounded by a fire in
Logan Hall of the University of Pennsylvania, where the museum was housed. University
Provost William Pepper began a fundraising campaign to provide for rehousing and
refurbishing the Wistar and Horner collections to assure their continued availability for
study and the teaching of medicine.

It was at this point that Isaac Jones Wistar, the great nephew of Dr. Caspar Wistar, stepped
into the picture. A prominent Philadelphia lawyer and retired Civil War Brigadier General,
Isaac J. Wistar made an initial gift to Provost Pepper's campaign to save the museum.
However, Isaac Wistar then offered a more far-reaching proposal. Determined to create a
lasting gift for the serious study of biological research as well as to preserve his great

uncle's teaching collection, Isaac Wistar funded an endowment and research building for
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The Wistar Institute of Anatomy and Biology. The University of Pennsylvania transferred
the museum collections to the Institute by Deed of Gift in 1892, with the actual transfer of
collections into the new building in 1894. Designed by Philadelphia architects George W.
and William G. Hewitt, the original building, today still a part of the Institute's research
facility, sits at the corner of 36th and Spruce streets and is listed in the National Register of

Historic Places as part of the historic university area.

Isaac Jones Wistar
1852, San Francisco, CA.

Nacimiento 14 Nov 1827
Philadelphia, Philadelphia County, Pennsylvania, EE.UU.

18 Sep 1905 (de 77 afios de edad)
Claymont, New Castle County, Delaware, EE.UU.

Wistar Institute of Anatomy and Biology
Philadelphia, Philadelphia County, Pennsylvania, EE.UU.

Defuncion

Sepultura

Shortly after the turn of the century, The Wistar Institute began to fulfill Isaac Wistar's
dream of a center for "new and original research" in the biological and medical sciences.
Under the leadership of Milton Greenman, M.D., and Henry Donaldson, Ph.D., the Institute
developed and bred the WISTARAT, the first standardized laboratory animal. It is
estimated that more than half of all laboratory rats today are descendants of the original
WISTARAT line begun in 1906. The Institute also gained international recognition as a
training ground for young scientists from around the world and for the scientific journals
published by the Wistar Press. During World War I, when most of Europe was unable to
print or purchase scientific publications, The Wistar Press sent out thousands of free
journals. By 1925, the Institute had solidified its reputation as a center of American
biology.

The modern era of scientific discovery at The Wistar Institute began under the leadership of
Dr. Hilary Koprowski. During the 1950s, the Institute became a leader in vaccine research.
This research was made possible by another Wistar discovery: a cell line known as WI-38.
Developed by Leonard Hayflick, Ph.D., and Paul S. Moorhead, Ph.D., WI-38 is a strain of
normal human cells that grows abundantly in the laboratory. Hayflick and Moorhead

demonstrated that almost any virus introduced into WI-38 could be transformed into a safe
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vaccine. Using the WI-38 cell line, Wistar scientists developed vaccines against rubella, or
German measles, and rabies.

By the 1970s, Wistar was devoting a major part of its staff time and budget resources to
cancer research. In 1972, in recognition of its excellent record in the study of cancer, The
Wistar Institute became a National Cancer Institute-designated Cancer Center in basic
science research. Thirty years later The Wistar Institute still holds that nationally
recognized title.

For the past 20 years, Wistar's researchers have expanded their studies in the areas of
genetics and immunology. Wistar scientists were among the first to develop monoclonal
antibodies, protein molecules that are able to detect and destroy foreign invaders, including
cancer cells. Wistar scientists have also identified significant genes associated with breast,
lung, and prostate cancers, and a molecule known as human interleukin-12, which appears
to have a profound impact on the body's immune response to cancers and infectious agents
including HIV.

Today, The Wistar Institute's more than 30 laboratories are grouped into three research
programs: Gene Expression and Regulation; Immunology; and Molecular and Cellular
Oncogenesis. Working in the original 1892 building and the more recently added Cancer
Research Building, they continue to conduct multi-disciplinary investigations on all types
of cancers as well as viral and autoimmune diseases. For more than 100 years, Isaac
Wistar's vision and legacy have enabled The Wistar Institute to continue its groundbreaking

research aimed at improving the health of all mankind.
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ANEXO 3b

Curva de crecimiento de ratas macho y hembra de la estirpe
Wistar (Adaptada de Envigo (2008) y Envigo (2016))
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Figura A3.1. Curva de crecimiento de ratas estirpe Wistar (RccHan®: Wist) durante 104 semanas

(la determinacion comienza en la semana 7 de vida y termina en la 113). Media * 2 D.E. (Adaptada
de Envigo (2008) y Envigo (2016)
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ANEXO 4

Disposicion de los residuos generados durante la

investigacion

Recepcion de las ratas

Pesaie e identificacionde las ratas

Reparticion

Pesaje de las ratas y el alimento
consumido

Medicién del volumen de bebida
ingerido

Preparacion y llenado de bebederos

Mantenimiento (165 dias .
Ml ( las) con soluciones de edulcorantes

® @ @

Cambio de las cajas de las ratas | <R4

Lavado y esterilizacion de
bebederos y popotes de los

bebederos
Eutanasia

®

Obtencion de resultados

Analisis de resultados

Figura A4.1. Diagrama de bloques de la disposicion de residuos
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R1 Alimento no consumido por las ratas, humedo o mojado por la orina. Se
recolectd en un recipiente de plastico y se vacié en un contenedor especial
dispuesto en la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA), siendo desechado
por esta entidad.

R2 Bebida con edulcorantes no consumida por las ratas. Después de medir el
volumen del liquido se recolectdé en una cubeta y se desechd en la tarja ya que
ninguno de los edulcorantes era peligroso en las concentraciones que se
utilizaron.

R3 Bebida con edulcorantes sobrante del llenado de bebederos. Se desecharon
los sobrantes de las soluciones en la tarja ya que ninguno de los edulcorantes era
peligroso en las concentraciones que se utilizaron.

R4 Aserrin humedo con orina y excretas de las ratas. Se vacio el contenido
completo de la caja sucia en un bote de residuos especiales dispuesto en la
Unidad de Experimentaciéon Animal (UNEXA).

R5 Agua con detergente. Debido a que se utilizé un detergente ordinario para
trastes se desecho en la tarja.

R6 Cuerpos sin vida de las ratas, gasas, navajas, agujas y papel manchado por
sangre. Los objetos punzocortantes se colocaron en el recipiente de polietileno
rojo marcado con la etiqueta de RPBI mientras que los cuerpos y los demas
objetos impregnados con sangre se colocaron en bolsas de plastico marcadas con
el mismo simbolo y ambos tipos de residuos se entregaron en la Unidad de

Experimentacion Animal (UNEXA) para ser dispuestos por dicha entidad.
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ANEXO 5

Fotografias del proyecto

Figura A5.2. Acomodo de las ratas en la
UNEXA de acuerdo con el edulcorante
consumido

Figura A5.1. Recepcion de las ratas en la
Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA)

Figura A5.4. Ejemplo de pesaje de
edulcorante (fructosa) en la balanza
analitica

Figura A5.3. Pesaje del alimento consumido
por las ratas en la balanza analitica

£ 4 b ol
Figura A5.5. Elaboracion de soluciones con Figura A5.6. Medicion en probetas del
los edulcorantes caléricos en matraces volumen de bebida consumido por las
aforados ratas
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Figura A5.8. Lavado de los bebederos en
los Laboratorios 301, 302 y 303 del

Conjunto E, FQ-UNAM

Figura A5.7. Identificacién de los bebederos
por codigos de color

i3

Figura A5.9. Autoclav

= ‘A" i »
utilizada para Figura A5.10. Toma de datos de alimento
esterilizar los bebederos en el Laboratorio y bebida consumidos y masa corporal de
301 del Conjunto E, FQ-l,JNAM los especimenes

Figura A5.11. Pesaje de las ratas macho en Figura A5.12. Pesaje de las ratas
la sala 519 de la Unidad de Experimentacion hembra en la sala 519 de la Unidad de
Animal (UNEXA) Experimentacién Animal (UNEXA)
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® I

Figura A5.13. Cambio de cajas sucias en la Figura 3.14. Ratas elegidas para la
sala 519 de la Unidad de Experimentacion eutanasia en el Laboratorio 301 del
Animal (UNEXA) Conjunto E- FQ- UNAM

Figura A5.15. Mesa de trabajo en la que se Figura A5.16. Adormecimiento de las
llevo a cabo la eutanasia de las ratas ratas en la camara de CO;

%

Figura A5.17. Apertura de los os or Figura A3.18. Obtencion de los 6rganos
parte del M. en C. Gerardo Salas Garrido de  necesarios por parte del M. en C. Gerardo
la FMVZ de la UNAM Salas Garrido de la FMVZ de la UNAM
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Figura A5.19. Frasco en el que se Figura A5.20. Ejemplo de pesaje de tejido
recolectaron y guardaron 6rganos adiposo retroperitoneal de rata hembra
importantes para siguientes proyectos

futuros de investigacion

Figura A5.21. Vista de una rata hembra Figura A5.22. Rata macho durmiendo en
posando para la camara su caja
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