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GLOSARIO

Ace K. Acesulfame de potasio

Acinos pancreaticos. Conjuntos de células localizadas en el pancreas,
encargadas de producir el jugo pancreatico responsable de la digestion de los
alimentos

Almidon. Polisacarido de glucosa. Consta de cadenas de glucosa con estructura
lineal (amilosa) o ramificada (amilopectina)

ANDEVA. Andlisis de varianza. Técnica que permite calcular la probabilidad de
encontrar medias dispares entre si

ARNm. ARN mensajero (Acido ribonucleico)

ATP. Adenosina 5-trifosfato

Azul de Coomassie G250. Colorante derivado del trifenilmetano que cuenta con la
capacidad de unirse a las proteinas

Células B. Células pancreaticas encargadas de la produccién de insulina
ChREBP. Proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos. Por sus
siglas en inglés, Carbohydrate responsive element binding protein

Ciclo de Krebs. Ruta metabdlica donde se libera energia a través de la oxidacion
de la Acetil Coenzima A en forma de ATP, NADH y FADH

Codex Alimentarius. Coleccion de normas alimentarias y textos afines aceptados
internacionalmente con el objetivo de proteger la salud del consumidor y asegurar
la aplicacidn de practicas equitativas en el comercio de alimentos

CV. Coeficiente de variacion

DAM. Desviacion absoluta de la mediana

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

Diabetes mellitus. Trastorno en el cual el cuerpo no produce suficiente insulina o
no responde normalmente a ella, lo que hace que los niveles de glucosa en la sangre

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

DNA. Acido desoxirribonucleico. Por sus siglas en inglés, Deoxyribonucleic acid.
Edulcorantes. Sustancias que se emplean para impartir un sabor dulce a los
alimentos

EMA. Agencia Europea de Medicamentos. Por sus siglas en inglés, European
Medicines Agency

Enzimas. Proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las reacciones
guimicas que tienen lugar en los tejidos vivos

Eritrocitos. Glébulos rojos en sangre

FDA. Food and Drug Administration de los Estados Unidos

Glucago6n. Hormona producida por las células a del pancreas que regula los niveles
de glucosa en la sangre. Aumenta el nivel de glucosa en la sangre y evita que baje
demasiado

Glucido. Sustancia organica que constituye las reservas energéticas de las células
animales y vegetales

GIP. Peptido insulinotropico dependiente de glucosa. Por sus siglas en inglés,
glucose-dependent insulinotropic peptide

GK. Glucoquinasa. Por sus siglas en inglés, Glucokinase

GKRP. Proteina reguladora de la glucoquinasa. Por sus siglas en inglés glucokinase
regulatory protein

GLP-1. Péptido similar al glucagon tipo 1. Por sus siglas en inglés glucagon like
peptide. Hormona encargada de la regulacion del apetito y de los niveles de glucosa
en la sangre

Glucuroénidos. También conocido como glucurondsidos son moléculas en las que
un acido glucurodnico esta enlazado a otra molécula (no glucidos) a través de un
enlace glucosidico

GLUT-2. Transportador de glucosa tipo 2. Por sus siglas en inglés, glucose

transporter 2. Principal transportador de glucosa en las células B pancreaticas y los
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hepatocitos. Desempefia un papel importante en la secrecion de insulina de las
células B y en el metabolismo de la glucosa en los hepatocitos

GLUT-5. Transportador de glucosa tipo 5. Por sus siglas en inglés, glucose
transporter 5. Proteina transmembranal encargada de facilitar la absorcion de la
fructosa

Grelina. Hormona orexigena peptidica secretada principalmente por el estdbmago.
Estimula el apetito a través de un incremento de su concentracion y disminuye
durante la ingesta de alimento

Hepatocitos. Células propias del tejido hepatico del higado

HFCS. Jarabe de maiz de alta fructosa. Por sus siglas en inglés, High fructose corn
syrup

Homocedasticidad. Considera que la varianza es constante en los diferentes
niveles de un factor, es decir, entre diferentes grupos

IDA. Ingesta diaria admisible. Cantidad de una sustancia que puede ser ingerida
diariamente por un individuo durante toda su vida, sin que produzca un dafio a la
salud

Insulina. Hormona producida por las células 3 del pancreas encargada de regular
los niveles de glucosa en sangre a través de su paso a las células. Se libera cuando
la concentracion de glucosa en el torrente sanguineo es elevada

Islotes pancreaticos. Conjuntos de células situadas en el pancreas encargadas de
producir hormonas como la insulina y el glucagén

JECFA. Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios. Por sus
siglas en inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives

Microbiota intestinal. Microorganismos vivos residentes en el tubo digestivo
Monoglucidos. Hidratos de carbono sencillos. Constituidos por una sola cadena de
polialcoholes con un grupo aldehido o cetona

NADH. Nicotinamida adenina dinucleétido-reducida

NADPH. Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida. Por sus siglas en
inglés, Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

Orexigeno. Fa&rmaco, hormona o compuesto que incrementa el apetito
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PFK2/FBP2. 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa. Acronimo del inglés,
6-phosphofructo-2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatase

Poder edulcorante. Valor que se obtiene al comparar los edulcorantes por su
capacidad de causar dulzor con respecto de la sacarosa tomada como referencia
PYY. Péptido YY. Hormona que se produce en las células-L del intestino delgado.
Ayuda a reducir el apetito y limitar la ingesta de alimentos

RIPA. Solucién amortiguadora para ensayos de radioinmunoprecipitacion. Por sus
siglas en inglés, radioimmunoprecipitation assay buffer

RNA. Acido ribonucleico. Por sus siglas en inglés, Ribonucleic acid.

SGLT-1. Transportador de glucosa acoplados a sodio 1. Por sus siglas en inglés,
sodium-glucose transporter 1

SREBP-1c. Proteina de union al elemento regulador de esteroles. Por sus siglas en
inglés, Sterol regulatory element- binding protein 1

TBS. Solucion de tris base y cloruro de sodio (NaCl) en agua destilada y pH neutro
TRIS base. Tris(hidroximetil)aminometano. Compuesto organico usado como
componente de soluciones amortiguadoras para acidos nucleicos. Hay TRIS base
y TRIS HCI, los cuales se usan para amortiguar el pH de las proteinas y
estabilizarlas

T1R3. Receptor 3 de sabor 1. Por sus siglas en inglés, Taste 1 Receptor 3. Receptor
de sabor dulce y umami

U. Unidad de actividad enzimatica. Cantidad de enzima que cataliza la conversion
de un micromol de sustrato por minuto

Ubiquinona. También conocida como coenzima Q10. Participa en los procesos de
control de energia en la célula y tiene un efecto antioxidante

Varianza. Medida de dispersion que representa la variabilidad de una serie de
datos con respecto de su media
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RESUMEN

Dentro de la industria de los alimentos, los edulcorantes cal6ricos o nutritivos como son la
sacarosa, la glucosa y la fructosa, han sido ampliamente utilizados para conservarlos
impartiendo un sabor dulce a una gran variedad de productos alimenticios. Sin embargo,
su consumo desmedido se ha asociado con dafos en la salud de los consumidores. En
los ultimos afios se han observado incrementos de masa corporal y obesidad, alteraciones
metabdlicas como el indice metabdlico y la diabetes mellitus, entre otros padecimientos.
Derivado de ello, la regulacién de alimentos ha sufrido diversos cambios en su normativa,
destacando la industria de bebidas no alcohélicas en la que ha implementado entre sus
formulaciones el uso de edulcorantes hipocaldricos 0 no nutritivos como son la sacarina,
la sucralosa, y las mezclas entre ellos como el aspartame con acesulfame de potasio,
como sustitutos del azucar teniendo que adicionar conservadores. No obstante, a pesar
de que estos edulcorantes y conservadores han sido aprobados por diversas
regulaciones, siguen generando controversia por su consumo, ya sea por reportar efectos
cancerigenos a altas dosis, cambios en la microbiota intestinal, incrementos en los niveles
de glucosa en sangre o diversas alteraciones metabolicas. Bajo este ultimo punto, en esta
tesis se plante6 la medicion de los niveles de la actividad enzimética de la glucoquinasa,
GK (primera enzima en actuar en la glucdlisis) en el tejido hepatico para evaluar el efecto
del consumo de edulcorantes. Los grupos de ratas que se manejaron fueron: 40 ratas
hembra + 40 ratas macho + 2 grupos basales (10 machos y 10 hembras) para dar un total
de 100 ratas de la estirpe Wistar. Los resultados obtenidos de la actividad enzimatica
fueron comparados contra un grupo control (ratas que bebieron solamente agua potable)
y de esta manera evaluar el incremento o decremento de esta actividad por el consumo
de edulcorantes nutritivos y no nutritivos. El estudio abarc6 una duraciéon de 170 dias y al
término de este se realizé una eutanasia humanitaria en donde se extrajeron los higados
para la realizacion de este estudio. Los especimenes fueron alimentados con una dieta
Teklad Global 18S de manera ad libitum y los edulcorantes suministrados fueron los
siguientes (glucosa 14%, fructosa 7%, sacarosa 10%, acesulfame de K 0.05%, mezcla de
aspartame: acesulfame de K 1.55%, sacarina 0.033% y sucralosa 0.017%). Los resultados
obtenidos demostraron, para las ratas macho que bebieron sacarina y sucralosa, que si
hubo diferencias significativas con respecto del grupo control reportando incrementos en
los niveles de actividad de la GK. Para el caso de las ratas hembra, a pesar de no contar
con una diferencia significativa en cuanto a la actividad de la GK entre edulcorantes
nutritivos y no nutritivos con respecto del grupo control, si la hubo entre los edulcorantes
no nutritivos (acesulfame de Ky sacarina con respecto de la sucralosa). En el caso de los
dos grupos de ratas macho y hembra, ninguno reportd diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo basal a lo largo de la duracion del experimento. Al aplicarse un
andlisis multifactorial en donde se relacion6 el edulcorante consumido contra el sexo
hembra o macho, no hubo diferencias significativas entre el tipo de edulcorante
consumido, pero si en el factor sexo. Lo anterior, da a comprender que el género si es una
variable para la actividad de la GK la cual puede estar determinada por distintas vias de
regulacion a nivel de sustrato como son los factores hormonales o factores de
transcripcion.

Palabras clave: Edulcorantes nutritivos y no nutritivos, enzima glucoquinasa, GK en
inglés, tejido hepético, modelos animales
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En la actualidad existe una preocupacion en la sociedad por el consumo excesivo de
glucidos (glucosa, sacarosa, fructosa) ya que su consumo en exceso ha sido asociado
dolosamente con enfermedades como son la diabetes mellitus, el exceso de masa
corporal (“sobrepeso”) y la formacion de caries dentales entre otros. Debido a estas
razones, se ha buscado reducir su consumo a través del uso de edulcorantes no
nutritivos, como la sacarina, la sucralosa, el acesulfame de potasio y algunas mezclas de
edulcorantes para potenciar su sabor, por ejemplo, las mezclas de acesulfame con
aspartame. Los edulcorantes no nutritivos ademas de contar con un bajo aporte
energético cuentan con un poder edulcorante que se encuentra muy por arriba de los
gldcidos naturales mencionados. Por lo tanto, se requieren en bajas cantidades para su

adicién en alimentos (Bassoli y Merlini, 2003).

La Food and Drug Administration (FDA) de los Estados unidos ha aprobado la utilizacion
de este tipo de edulcorantes en alimentos y bebidas desde 1983, siendo el aspartame el
primero de ellos (FDA, 1983). Ademas, la FDA ha fijado sus limites de ingesta diaria
admisible o aceptable (IDA o ADI, por sus siglas en inglés).

A pesar del amplio uso de los edulcorantes no nutritivos como endulzantes en alimentos
y bebidas, estos edulcorantes todavia son objeto de controversias sobre cual es la
influencia que presentan al interactuar con la microbiota intestinal, el balance de energia,
el apetito, la saciedad y la ganancia de masa corporal (Bian et al., 2017; Carraro-Foletto
et al, 2016; de-Matos-Feij6 et al., 2013; Martinez et al., 2010; Mendoza-Pérez, 2017; Niu
et al., 2012; Palmnas et al., 2014; Suez et al., 2014; Swithers y Davidson, 2008; Swithers
et al., 2009; 2010; 2013). También existen interrogantes sobre el impacto que ejercen
sobre algunas enzimas del cuerpo, en especial en aquellas que participan en la ruta de

la glucdlisis (Mendoza-Pérez et al., 2022).

Por ello, en la presente investigacion se evalué el efecto del consumo cronico de
edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre los niveles de la actividad especifica de la

enzima glucoquinasa (primera enzima encargada del proceso de la glucdlisis) en



extractos hepaticos de ratas Wistar que consumieron cronicamente edulcorantes durante

un largo plazo.

1.1. Hipétesis

Los niveles de actividad de la glucoquinasa en el tejido hepatico de ratas hembra y macho
de la variedad Wistar son mas elevados en aquellos grupos que consumen de manera
cronica edulcorantes nutritivos al ser comparados con los grupos que consumen

edulcorantes no nutritivos y de un control el cual consume agua potable.

1.2. Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo crénico de edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre los
niveles de la actividad de la glucoquinasa en extractos de hepatocitos de 40 ratas macho
(+10 basales macho) y 40 ratas hembra (+10 basales hembras) de la cepa Wistar que

consumieron durante 170 dias estas bebidas.

1.3. Objetivos especificos

1) Evaluar los efectos del sexo y tipo de edulcorante ingerido sobre los niveles de

actividad especifica de la glucoquinasa

2) Obtener los extractos crudos hepaticos provenientes de las 80 ratas Wistar + 20 ratas
basales (se denominan ratas basales a aquellas ratas recién destetadas cuya eutanasia
fue al momento de recepcion de los especimenes) que consumieron edulcorantes

nutritivos y no nutritivos
3) Cuantificar el contenido de proteina en cada uno de los extractos hepaticos obtenidos

4) Relacionar el efecto del tiempo sobre los niveles de la actividad de la glucoquinasa
utilizando un grupo control (grupo que consumio agua potable durante 170 dias de
experimentacién) y un grupo basal (grupo de ratas recién destetadas cuya eutanasia fue

al momento de recepcion de los especimenes)



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Edulcorantes

Los edulcorantes comprenden una amplia variedad de sustancias que producen una
sensacion de dulzor cuando son consumidos. El Reglamento (CE) No 1333/2008 del
diario oficial de la Union Europea definen a los edulcorantes como “Sustancia que se

emplea para dar un sabor dulce a los alimentos” (UE, 2008).

Los edulcorantes se clasifican en dos grandes grupos, los nutritivos, donde se encuentran
la glucosa, la fructosa, la sacarosa, entre otros y que aportan calorias, y los no nutritivos

tales como el acesulfame, la sucralosa y la sacarina, entre otros (Fitch y Keim, 2012).

2.1.1. Glucosa

La glucosa es el monoglicido mas abundante en la naturaleza. Se encuentra en
diferentes frutas como son las manzanas y las fresas, en hortalizas como la cebolla y en
productos como la miel. Asimismo, se puede obtener a través de la hidrélisis del almidon.
Cuenta con una intensidad de dulzor relativo menor que la sacarosa que va de 0.74 a 0.8
(Valdés-Martinez, 2006).

La glucosa es de gran importancia en el metabolismo de las células; su oxidacién
completa a CO2 y H20 se da por medio de la glucdlisis y el ciclo de Krebs los cuales
generan ATP, unidad bésica de transferencia de energia en los sistemas bioldgicos.
(Valdés-Martinez, 2006). Esta molécula es transportada dentro de los enterocitos del
yeyuno por el transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT-1, por sus siglas en
inglés), y en altas concentraciones se apoya del transportador de baja afinidad y alta
capacidad llamado GLUT-2 (Mattes et al., 2021).

Las principales vias de utilizacién de la glucosa son la glucdlisis y las pentosas fosfato. A
través de la glucdlisis se producen diez moléculas de NADH, dos ubiquinonas reducidas
y cuatro ATP. La degradacion de la glucosa a través de esta via y del ciclo de Krebs es

esencial para los musculos y la mayoria de las demas células (Kohimeier, 2003a).



La via de las pentosas fosfato es otra forma de utilizacion de la glucosa la cual es
particularmente importante para el crecimiento de las células a través de la generacion
de dos NADPH y de la produccién de ribosa para la sintesis de DNA y RNA (Kohimeier,
2003a).

2.1.2. Fructosa

Al igual que la glucosa, este glacido se encuentra en diversas frutas y mieles. Se obtiene
de manera natural durante la maduracion de las frutas climatéricas a través de la hidrdlisis
del alImidén con ayuda de la sacarosa sintetasa y de la invertasa que catalizan la sintesis
de fructosa y glucosa, respectivamente (Valdés-Martinez, 2006). Dentro del cuerpo, su
obtencion puede ser por la reduccion de la glucosa por el aldehido reductasa y a partir
de polialcoholes por accion de la L-iditol-2-deshidrogenasa (Kohlmeier, 2003b). A nivel
industrial se obtiene a través de la molienda del maiz y la hidrélisis e isomerizacién del
almidon para obtener el jarabe de maiz de alta fructosa (HFCS) el cual tiene una
intensidad de dulzor relativa de 1.17-1.75 con respecto de la sacarosa (Hernandez-Uribe
et al., 2008).

La fructosa entra al enterocito del intestino delgado por el GLUT-5 y posteriormente sale
de él por el GLUT-2 para ser dirigida al torrente sanguineo (Mattes et al., 2021).
Aproximadamente el 42% de esta fructosa se convierte en glucosa, glicerato y acidos
organicos y solamente el 14% de la fructosa ingerida entra de manera intacta a la sangre
(Jang et al., 2018). Grandes cantidades de fructosa (25 g) son pobremente absorbidas y
pueden causar sintomas de malabsorcion (Kohlmeier, 2003b).

La via metabolica dominante de la fructosa es a traves de la fructosa 1-fosfato, la cual se
une a la via de la glucdlisis al nivel del gliceraldehido 3-fosfato y de la dihidroxiacetona
fosfato. Una proporcion menor, se une inmediatamente a la glucdlisis a través de la
formacion de la fructosa 6-fosfato por la hexoquinasa dependiente de magnesio
(Kawaguchi et al., 1996). En la via de la fructosa 1-fosfato, la enzima cetohexoquinasa
(fructoquinasa hepética) fosforila la fructosa en fructosa 1-fosfato. Posteriormente, a
través de la fructosa bisfosfato aldolasa es transformada en gliceraldehido y en

dihidroxiacetona fosfato y, finalmente, en gliceraldehido 3-fosfato a través de la
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fosforilacion del gliceraldehido por la trioquinasa y por la conversion de la
dihidroxiacetona fosfato por la triosa isomerasa (Kohlmeier, 2003b). En la Figura 2.1 se

ilustra la ruta metabdlica de la fructosa.
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Figura 2.1. Metabolismo de la fructosa (Kohlmeier, 2003b)

2.1.3. Sacarosa

La sacarosa es un diglucido formado por los monoglicidos glucosa y fructosa a través de
un enlace de tipo 1, 2 glucosidico. Su metabolismo forma sus monogllcidos
constituyentes por la degradacién enzimatica de la sacarasa. Estos monoglucidos
(glucosa y fructosa) son absorbidos y metabolizados a través de las vias previamente
descritas. Su intensidad de dulzor relativa es de 1.0, siendo éste la referencia contra los

demas edulcorantes (Mattes et al., 2021).

2.2. Edulcorantes no nutritivos

Introducidos en la industria de alimentos y bebidas como una alternativa a los
edulcorantes nutritivos por su aporte despreciable de energia y a una supuesta nula
metabolizacion por el organismo, cuentan con la capacidad de proporcionar un sabor

dulce més intenso que la sacarosa, por lo que sus cantidades de adiciébn son mucho



menores. Los edulcorantes no nutritivos mas usados a nivel industrial son el acesulfame

de potasio, aspartame, sucralosa, sacarina y los glucosidos de esteviol.

2.2.1. Acesulfame de potasio

Es uno de los edulcorantes no nutritivos méas usados en la industria de alimentos. Cuenta
con una intensidad de dulzor relativa 200 veces mayor que la sacarosa y normalmente
se usa mezclado con otros edulcorantes debido al resabio de sabor amargo que presenta.
Fue descubierto en 1967 y aprobado por la FDA hasta 1988 para ciertos alimentos y
bebidas; en 2003 fue aprobado para su uso libre, exceptuando la carne de res y de aves
(FDA, 1988; Mattes et al., 2021; Yalamanchi et al., 2016)

Estudios en animales demostraron que el acesulfame de potasio (ace K) se absorbe por
completo en el intestino delgado sin ser metabolizado, siendo eliminado principalmente
por los rifiones y excretado por la orina. Adicionalmente, estudios en humanos
demostraron que, con la administracion de una dosis de 30 mg, se alcanzan las
concentraciones maximas sanguineas en un tiempo de 1-1.5 h sin mostrar una
acumulacion en tejidos ni en sangre a dosis repetidas y que su eliminacion se realiza en
un tiempo de 2- 2.5 h (Mace et al., 2007).

No obstante, Yalamanchi et al. (2016) demostraron que el acesulfame de K aumenta la
captacion de glucosa en un 20-30% con concentraciones de glucosa mayores de 25 mM
en el transportador GLUT-2. Estos cambios se observaron a los 5 minutos de su consumo
y a los 10 minutos no hubo ningn cambio adicional, sugiriendo que las células habian
maximizado la translocaciéon del GLUT-2 en este momento. Este estudio se complementa
con el estudio de Bryant et al. (2014) donde detectaron un ligero incremento de glucosa
en sangre tras el consumo de acesulfame de K y la posterior administracién via oral de

glucosa, sin mostrar cambios en la percepcion de hambre o saciedad.

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, por sus siglas
en inglés) y la Food and Drug Administration (FDA) ha establecido una ingesta diaria
admisible (IDA) de 15 mg kg* de masa corporal por dia.



2.2.2 Mezcla aspartame:acesulfame de potasio

El aspartame, descubierto en 1965, es otro edulcorante no nutritivo. Esta conformado por
la unién de dos aminoacidos esenciales, acido aspartico y fenilalanina. El aspartame a
diferencia del acesulfame de potasio si se digiere y metaboliza. Se hidroliza en la parte
superior del intestino delgado en forma de acido aspéartico, fenilalanina y en una pequefia
cantidad de metanol. Los aminoacidos estan disponibles para la sintesis de proteinas y
el metanol se oxida en el higado. Por lo tanto, este edulcorante no ingresa a la circulacion,
por lo que no puede unirse a los receptores periféricos del dulzor ni pasar al intestino
grueso y servir como sustrato para la microbiota. Cualquier efecto de este edulcorante
sobre el metabolismo y la salud tendria que ocurrir por un mecanismo alternativo (Mattes
et al., 2021).

Ni el acesulfame de K ni el aspartame generan algun efecto sobre la secrecion de GLP-
1, insulina, PYY o grelina, ni ningun impacto sobre las respuestas del apetito (Bryant y
Mclaughlin, 2016).

El aspartame cuenta con una intensidad de dulzor relativa de 180 a 250 veces mayor que
la sacarosa. Debido a la capacidad sinérgica de realzar e intensificar los sabores, en
particular los citricos y los frutales, es que se usa en combinacion con otros edulcorantes,
siendo el mas conocido la mezcla de aspartame y acesulfame, la cual es muy usada en
la industria refresquera. Esta combinacion también favorece esconder las notas amargas

del acesulfame de K.

Cuando la mezcla de aspartame: acesulfame de K se comercializa como edulcorante de
mesa, se suele usar como excipiente a la dextrosa, otra forma de llamar a la glucosa. En
México, esta mezcla comercial es comercializada con el nombre Canderel®, la cual, esta
constituida por 93.67% de dextrosa, 2.90% de maltodextrina, 1.86% de aspartame y

1.24% de acesulfame de potasio.



2.2.3. Sucralosa

Aprobada por la FDA en el afio 1998 y con una intensidad de dulzor relativa de 600 veces
mayor que la sacarosa. La sucralosa ha demostrado alta estabilidad a temperaturas
elevadas que la hacen adecuada para ser usada en alimentos, bebidas y productos
farmacéuticos y horneados. Ademas, puede emplearse a valores de pH bajos por lo que
la degradacion del dulzor no es un factor determinante en la vida Gtil de los productos que
contienen sucralosa (FDA, 1998). El JECFA ha establecido un IDA de 15 mg kgt de masa
corporal (World Health Organization, 2021a).

Diversos estudios reportan una baja absorcion de sucralosa en humanos y ratas
mediante via oral, donde en promedio son excretadas un 85% via heces sin cambios y el
15% restante es absorbida y excretada rapidamente a través de la orina en un tiempo de
5 dias. Cerca del 2% de aquella que es metabolizada, es desechada en forma de
conjugados glucurénido de sucralosa sin acumularse en el tejido celular (AlDeeb et al.,
2013; Fosado-Castro, 2003; Molinary y Quinlan, 2012). Ademas, existen diversas
investigaciones que sustentan la seguridad del consumo de este edulcorante hipocaldérico
(Berry et al., 2016; Chappell et al. 2020; Grotz y Munro, 2009).

Por otro lado, Li et al. (2016) han reportado que la presencia de sucralosa en las células
B, activa los receptores de sensor de glucosa, elevando los niveles de concentracion de
ATP intracelular ain mas que la misma glucosa e incluso en ausencia de ésta, lo cual
significa que la sucralosa facilita el metabolismo de la glucosa en las células  y aumenta
la produccién de ATP. Adicionalmente, la investigacion de Gupta et al. (2014), demostré
gue cuando se suministra sucralosa en altas dosis a ratas macho albinas, existe toxicidad
pancreatica en forma de calculos de islotes, infiltrado linfocitico y degeneracion de islotes

y acinos pancreaticos.

2.2.4. Sacarina

La sacarina fue el primer edulcorante hipocaldrico descubierto en el afio 1879,
empezando su produccién a inicios de 1884. Cuenta con una intensidad de dulzor relativa

gue va de 300 a 500 veces mayor que la sacarosa dependiendo de la concentracion vy el



medio en el que es usado. Sin embargo, al contar con un resabio metalico, su uso es en
bajas cantidades y frecuentemente es empleada en combinacion con otros edulcorantes,

tal como el ciclamato o el aspartame (Lawrence, 2003).

En 1977 debido a estudios relacionados con la aparicion de tumores cancerigenos en
ratas tras su consumo en altas dosis fue prohibido. En 1991 dicha prohibicién fue retirada
bajo la condicién de afadir la leyenda de advertencia “El uso de este producto puede ser
nocivo para su salud. Este producto contiene sacarina, que se ha determinado que

provoca cancer a animales de laboratorio” (Bassoli y Merlini, 2003).

La administracién de altas dosis de sacarina de sodio en ratas produce un precipitado de
fosfato de calcio, el cual es un producto citotoxico para las células uroteliales de la vejiga.
Este precipitado produce necrosis en la capa superficial del urotelio con una consecuente
hiperplasia (Cohen, 2018; Ellwein y Cohen, 1990). No obstante, Thorgeirsson et al. (1994)
extendieron dicho estudio a primates suministrando 25 mg de sacarina/kg de masa
corporal durante 22 afios a monos Rhesus (Macaca mulatta), y posteriormente tras su
eutanasia y estudio, no se encontraron dafos en la pared uroterial ni tumores en la vejiga.
Tal parece ser que la generacion de fosfato de calcio por el consumo de sacarina es un
fenomeno propio de la rata derivado de las altas concentraciones de proteinas en su orina
(Cohen, 2018).

Desde la implementacion de la leyenda precautoria, mas de 30 estudios en humanos han
demostrado que los resultados obtenidos de los estudios en ratas no son relevantes en
humanos y que, por lo tanto, es segura para su consumo. En el afio 2000, dicha leyenda
fue retirada de los productos. Actualmente la sacarina es aceptada por mas de 90 paises
por su alta estabilidad y larga vida util. Es utilizada para bebidas y productos cocidos y
horneados. La JECFA ha determinado una IDA de 5 mg/ kg de masa corporal (FDA, 2018;
World Health Organization, 2021Db).

Segun algunos autores, la sacarina no es metabolizada y, tras su consumo es excretada
sin cambio aparente a través de la orina y las heces en un 95% (Bakal y O’'Brien, 2011,
Guy, 2014). No obstante, la investigacion de Zhao et al. (2018) demostraron a traves del
uso de ratas de la estirpe Sprague-Dawley, que el consumo de sacarina aumenta la
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ingesta de alimentos y de energia. Asimismo, estos autores reportaron incrementos de la
expresion del ARNm del receptor dulce T1R3 (por sus siglas en inglés) en las papilas
gustativas y de la expresion del ARNm del receptor de grelina tanto en las papilas
gustativas como en el hipotdlamo; estos resultados solamente fueron observados en las
ratas macho pero no en las hembras. Por otro lado, Suez et al. (2014, 2016) demostraron
gue el consumo de sacarina resulta en alteraciones de la microbiota intestinal con una
subsecuente disbiosis y anomalias metabdlicas en ratones y humanos que ocasionan
intolerancia a la glucosa. Bajo la misma linea de investigacion de las alteraciones de la
microbiota intestinal Bian et al. (2017) concluyeron que la sacarina producia inflamacién
en el higado de ratones C57BL/6 y alteraba su microbiota intestinal y funciones
metabdlicas. Finalmente, de-Mattos-Feijo et al., (2013) y Carraro-Foletto et al., (2016)
concluyeron que el consumo de sacarina incrementaba la masa corporal de ratas macho
Wistar sin ocasionar intolerancia a la glucosa. Por lo tanto, los efectos del consumo
cronico de sacarina continian en estudio. Si bien los efectos carcinogénicos han sido

descartados existen muchos otros efectos metabdlicos que deben ser indagados.

2.3. Glucdlisis

La glucdlisis es una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente dentro del citosol
gue extraen energia de la glucosa al romperla en dos moléculas de tres carbonos
llamadas piruvato. La glucosa entra en las células heterétrofas de dos maneras. Un
meétodo es a través del transporte activo secundario en el que el transporte tiene lugar
contra el gradiente de concentracion de glucosa. El otro mecanismo utiliza un grupo de
proteinas integrales llamadas proteinas GLUT, también conocidas como proteinas
transportadoras de glucosa. Estos transportadores ayudan en la difusion facilitada de
glucosa (Clark et al., 2013).

La glucdlisis consiste en diez pasos divididos en dos fases. La fase preparatoria donde
la glucosa es atrapada dentro de la célula y usa energia para transformarse en
gliceraldehido 3-fosfato y la fase de beneficios donde se extrae energia a través de la
conversion oxidativa del gliceraldehido 3-fosfato en piruvato con formacion de ATP y
NADH (Nelson y Cox, 2019)
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En la primera fase (Figura 2.2) la enzima hexoquinasa (HK) o glucoquinasa (GK) se
encarga de fosforilar la glucosa en el carbono 6 (C6) usando ATP como fuente de fosfato,
produciendo glucosa-6-fosfato. Esta reaccion impide la interaccion de la glucosa con las
proteinas GLUT e imposibilita su salida de las células debido a la carga negativa del
fosfato (paso 1). La glucosa-6-fosfato es convertida en fructosa-6-fosfato por la enzima
isomerasa (paso 2). Al ser fosforilada en el C1 con ayuda de otro ATP por la
fosfofructoquinasa se produce fructosa-1,6-bifosfato F-1,6-BP (paso 3). Esta molécula
por accién de la aldolasa es escindida en dos moléculas de tres carbonos isomeros: la
dihidroxiacetona-fosfato y la gliceraldehido-3-fosfato (paso 4). Posteriormente, a través
de una isomerizacion de la dihidroxiacetona-fosfato se genera una segunda molécula de

gliceraldehido-3-fosfato (paso 5) (Nelson y Cox, 2019).
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Figura 2.2. Primera fase de la glucdlisis. Fase preparatoria (Clark et al., 2013)

En la segunda fase (Figura 2.3), el gliceraldehido-3-fosfato es oxidado por la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y fosforilado por un fosfato inorganico para
formar la 1,3-bisfosfoglicerato (paso 6). Con ayuda de la fosfoglicerato quinasa, el 1,3-
bisfosfoglicerato dona un fosfato para generar un ATP y para transformarse en 3-
fosfoglicerato (paso 7). Esta molécula por medio de otra isomerasa pasa a ser 2-
fosfoglicerato (paso 8). La enolasa cataliza la reaccion de deshidratacion de la 2-
fosfoglicerato formando el fosfoenolpiruvato (paso 9). Por dltimo, la enzima piruvato
quinasa hace que la fosfoenolpiruvato pierda su fosfato, generando una segunda

molécula de ATP y piruvato (paso 10) (Nelson y Cox, 2019).
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Figura 2.3. Segunda fase de la glucdlisis. Fase de beneficios (Clark et al., 2013)

2.3.1. Glucoquinasa

La glucoquinasa (GK, también conocida como hexoquinasa V) cataliza la transferencia
del grupo fosforilo del complejo ATP-Mg al sexto carbono de la glucosa para formar la
glucosa-6-fosfato (G6P) durante la glucdlisis. Se expresa principalmente en el higado y
pancreas. En los hepatocitos, la GK regula el nivel en el que se llevara a cabo la glucdlisis.
En contraste, en las células a y B del pancreas, se encarga de regular la concentracion

de glucosa en sangre a través de la liberacion de glucagon e insulina (Li et al., 2018).

La GK se caracteriza por tener una baja afinidad por la glucosa y no inhibirse a
concentraciones fisiolégicas de glucosa 6-fosfato, lo que se traduce a una interaccion
glucosa-GK solamente cuando las concentraciones de esta primera son elevadas en la
sangre. En comparacién de las hexoquinasas I, Il y Ill cuya masa molecular es de 100
kDa, ésta tiene una masa molecular de 50 kDa debido a que solamente cuenta con un

dominio de quinasa (Irwin y Tan, 2013).

La GK presenta una conformacion que cambia en funcion de la concentracién de la
glucosa. A altas concentraciones, la glucosa y el ATP se unen al sitio catalitico de la GK
y pasa de su conformaciéon estandar denominada “cerrada” a otra denominada “abierta”.
Cuando la concentracion de glucosa es baja, la GK presenta una conformacion
denominada “super abierta”, en la cual sufre una reorganizacién considerable, donde el
sitio de unién de la glucosa muestra una disrupcién y hay un desplazamiento de la hélice

alfa terminal y de los residuos que se unen a la proteina reguladora de la glucoquinasa
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(GCKR) (Van Schaftingen, 2020). En la Figura 2.4 se muestran los cambios
conformacionales que presenta la GK en funcion de la concentracion de glucosa.

ATP
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Figura 2.4. Cambio conformacional de la GK en funcién de la concentracion de glucosa (Van
Schaftingen, 2020)

Por otro lado, su actividad se regula por las ya mencionadas hormonas insulina y
glucagon, donde su principal funcion es la de mantener la concentracion de glucosa en
sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dl (Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte,
2008).

La insulina es liberada por la estimulacion del pancreas por las hormonas péptido
insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP), sintetizada por las células K presentes
en el duodeno y yeyuno y por el péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), producido por las
células L endocrinas epiteliales intestinales como respuesta a un incremento en los
niveles de glucosa en sangre con el fin de disminuir su concentracion a sus niveles

normales (Escalada, 2014; Kim y Egan, 2008).

El principal mecanismo de secrecion de insulina es a través de su liberacion por los
niveles elevados de glucosa plasmética. En las células beta pancreaticas una vez que
ingresa la glucosa a la célula con ayuda del transportador GLUT2 es captada por la GK
y fosforilada en glucosa-6-fosfato (G6P). Posteriormente, la G6P pasa por la via de la
glucdlisis para ser transformado en piruvato e ingresa a la mitocondria para pasar por el
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ciclo de Krebs, esto ocasiona un incremento de los niveles de ATP/ADP. El incremento
de la relacion ATP/ADP provoca el cierre del canal de potasio (K*) sensible a ATP,
despolarizando la membrana y abriendo el canal de calcio (Ca?*) dependiente del voltaje.
Elingreso de calcio provoca, después de una serie de reacciones en cadena, la exocitosis

de lainsulina (Santamaria-Duque, S.F.). En la Figura 2.5 se ejemplifica todo este proceso.
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dependiente de voltaje

Canalde K"
sensible a ATP

S
QATfp/Aop \
Mitocondria «AA A~ \ o

| Purut/alo ﬂmm ®e O@@ o Insulina
insulares | ® @ ®

Glucosa-6-fosfato
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Figura 2.5. Mecanismo de secrecién de insulina (Santamaria-Duque, S.F.)

Mientras que el glucagon se encarga de incrementar los niveles de glucosa en sangre y
es liberado de manera muy similar a la insulina por las células alfa a través de una
estimulacién en el canal de potasio dependiente de ATP (Kate), €l cual sitda el potencial
de membrana celular en un rango que permite la apertura de canales de sodio (Na*) y de
calcio (Ca*?). El aumento en la concentracion intracelular de estos 2 iones despolariza la
membrana e incrementan la conductancia al Ca*? (Lima-Martinez et al., 2011). Ambas
hormonas regulan la homeostasis de la glucosa a través del incremento y la reduccién
de su concentracion en el plasma sanguineo. Por ello, a mayor concentracion de insulina,
la GK se encontrard mas activa, mientras que, a mayor concentracion de glucagon, menor

sera la actividad de la GK (Nirmalan y Nirmalan, 2020; Zazueta, 2007).

Otras formas de regulacion de la actividad de la GK vienen dada por la proteina 6-
fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK2/FBP2) y la proteina reguladora de

glucoquinasa (GKRP) a través de la formacién de complejos entre ellas con la GK en
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funcion de la concentracion de glucosa en el plasma (Agius, 2016; Sternisha y Miller,
2019; Van Schaftingen, 2020).

2.3.2. 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK2/FBP2)

La 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK2/FBP2) es una enzima
bifuncional ubicada en el citoplasma de la célula donde cataliza la formacién y
degradacion de la fructosa 2,6-bisfosfato y, a su vez, favorece la actividad de la
glucoquinasa por la glucosa a través de la formacion de un complejo enzima-hormona
cuando la concentracién de glucosa en la sangre es alta. Bajo estas condiciones de
concentracion alta, la GK es translocada del nucleo al citoplasma para actuar junto a
FPK2/FBP2 (Agius, 2016). En ensayos celulares en islotes de células B y hepatocitos, la
interaccion entre glucoquinasa y PFK2/FBP2 fue favorecida por las altas concentraciones

de glucosa (Massa et al., 2004).

2.3.3. Proteinareguladora de la glucoquinasa (GKRP)

La actividad de la glucoquinasa (GK) se encuentra determinada por la union reversible a
su proteina reguladora: La GKRP, la cual actiia como inhibidor competitivo respecto con
la glucosa a través del secuestro y formacion de un complejo GK-GKRP en condiciones
de una concentracion basal o baja de glucosa en el plasma. Esta asociacion de ambas
proteinas es estimulada por la fructosa 6-fosfato, ligante de la GKRP y antagonista de la
fructosa 1-fosfato, producida por la fosforilacion de la fructosa (Van Schaftingen, 2020).

La GKRP es una proteina de 68 kDa codificada por el gen GKRP gque se expresa en los
hepatocitos y que pertenece a la familia de glucidos isomerasas (SIS) de las proteinas
similares a la glucosamina 6-fosfato sintasa. Hasta el dia de hoy, no se ha identificado

alguna otra funcién de la GKRP gue no sea la de una proteina de union a la glucoquinasa.

Las investigaciones de Beck y Miller (2013) y Ling et al. (2015) demostraron que la
presencia de la fructosa fosfato influye en los movimientos de la proteina GKRP, en su
espacio conformacional y en la formacién o disociacion del complejo GK-GKRP. La unién

de la fructosa-6-fosfato (F6P) con la GKRP incrementa la afinidad y formacion del
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complejo GK-GKRP vy, contrario a esto, la union de la fructosa-1-fosfato (F1P) con la

GKRP desestabiliza el complejo (Cullen et al., 2014)

2.3.4. Factores de transcripcion

Los factores de transcripcién son proteinas que se unen a secuencias especificas de
ADN controlando asi la transcripcion de la informacion genética de ADN a ARN
mensajero. Por lo tanto, juegan un rol de importancia en diversas rutas metabolicas como
la glucdlisis y la lipogénesis. En el caso de la glucdlisis regulan la transcripciéon de las
enzimas glucoquinasa (GK) y de la piruvato quinasa (L-PK).

2.3.4.1. Proteina de union al elemento regulador del esterol 1¢c (SREBP-1c)

Las proteinas de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP) son factores de
transcripcion unidos a la membrana que activan genes implicados en la sintesis de
colesterol, la lipogénesis y la glucolisis (Bayly, 2014). La isoforma SREBP-1c se sintetiza
en la membrana del reticulo endoplasmatico y es activada por la insulina a través de su
fosforilacion por parte de la serina/treonina proteina cinasa, induciendo la expresion de
los genes que codifican para las enzimas lipogénicas y glucoliticas (Lépez-Olivay Mufioz-
Martinez, 2013).

La transcripcion, el procesamiento proteolitico, la cantidad y la estabilidad de SREBP-1c
se encuentran controlados por la insulina y suprimidos por los acidos grasos

poliinsaturados y por el glucagon (Mendoza-Pérez, 2017).

El estado nutritivo es también un importante regulador de SREBP-1c en el higado, en el
tejido adiposo y en el musculo esquelético. Su expresion disminuye con el ayuno e
incrementa con una dieta alta en carbohidratos, a consecuencia del aumento de la
glucemia y de la insulinemia. Adicionalmente, se ha demostrado que en respuesta a
carbohidratos se requiere la accién sinérgica de ambos factores de transcripcion,
SREBP-1c y ChREBP, sensible a glucosa, para regular los genes glucoliticos y

lipogénicos (Lopez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2013).
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2.3.4.2. Proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP)

El factor de transcripcion ChREBP, fue identificado por Yamashita et al. (2001) en
extractos nucleares de tejido hepatico de ratas que fueron alimentadas a base de una
dieta alta en carbohidratos. Este factor se identific6 como un factor de transcripcion que
inducian la expresion de los genes que codifican las enzimas piruvato-quinasa (L-PK),
acetil-CoA carboxilasa (ACC) y sintasa de &cidos grasos (FAS), entre otros y

generalmente surgen en respuesta a las altas concentraciones de glucosa.

En el tejido adiposo y en el higado, la glucosa, a través de los metabolitos glucosa 6-
fosfato, xilulosa 5-fosfato y fructosa 2,6 bisfosfato, estimula la activacion del factor
ChREBP el cual, en sinergia con SREBP-1c, regulan la expresion de genes implicados
en el metabolismo de glucidos y lipidos (L6pez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2013). En la
Figura 2.5 se muestra la interaccion de ambos factores de transcripcion SREBP-1c y

ChREBP sobre el control de la lipogénesis y de la glucdlisis.
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Figura 2.6. Interaccién funcional entre los factores de transcripcion SREBP-1c y ChREBP en la
lipogénesis (Lopez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2013)

En el siguiente capitulo se presenta la metodologia seguida en esta investigacion.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Desarrollo experimental

A continuacién, en la Figura 3.1 se aprecia el diagrama de bloques general de la

investigacion.
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Figura 3.1. Diagrama de bloques del desarrollo experimental

3.2. Disefio experimental

El disefio experimental realizado fue de tipo multifactorial involucrando dos factores de
tipo categorico:

e Edulcorante

e Sexo de larata
El factor “edulcorante” conté con 9 niveles que corresponden a los siete grupos que
ingirieron algun edulcorante en su bebida: sacarosa, glucosa, fructosa, acesulfame de
potasio (Ace K), mezcla comercial de aspartame con acesulfame (Mezcla), sacarina y
sucralosa, contandose con un grupo control al cual le fue suministrada agua potable y
otro grupo de ratas recién destetadas que se denominé grupo basal. El factor “sexo de la

rata” conto con 2 niveles: macho y hembra.
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Todos los grupos tuvieron una n=5 por grupo/sexo excepto el gupo basal que conto con
una n=10 por grupo/sexo dando un total de 100 ratas (N=100): 50 ratas hembra y 50 ratas
macho.

Como variable de respuesta se tuvo la actividad especifica de la glucoquinasa GK

expresado en mU/mg. Donde: U= Actividad enzimatica de glucoquinasa.

3.3. Modelo animal

Este proyecto parti6 de 80 muestras de tejido hepatico provenientes de la primer
eutanasia humanitaria realizada durante 170 dias de experimentacion en donde 40
machos y 40 hembras de la estirpe Wistar fueron seleccionadas de manera aleatoria de
entre una poblacion de 160 ratas. Adicionalmente se conté con 20 muestras de tejido
hepatico correspondientes a 10 ratas macho y 10 ratas hembra que se encontraban
recién destetadas (denominadas “basales”). Todas las ratas ingirieron la dieta Teklad
Global 2018S, cuya informacién nutrimental se muestra en la Tabla 3.1. Las soluciones
de suministro fueron edulcorantes naturales y artificiales con una n=5 (por sexo). Los
grupos de edulcorantes que se bebieron durante la experimentacion fueron: sacarosa
(10%), glucosa (14%), fructosa (7%), sucralosa (0.017%), acesulfame K (0.05%),
sacarina (0.033%), mezcla comercial de aspartame con acesulfame (Mezcla) (1.55%) y
un grupo control de agua potable sin edulcorante. La concentracién de las soluciones fue
establecida con base en el porcentaje que presentan las bebidas endulzadas no

alcoholicas comerciales y a su ingesta diaria admisible (IDA) (Mendoza-Pérez, 2021).

Tabla 3.1. Informacién nutrimental de la dieta Teklad Global 18% Protein Rodent Diet (Envigo, 2015)

Macronutrientes %
Proteina cruda 18.6
Grasa 6.2
Carbohidratos 44.2
Fibra cruda 35
Cenizas 5.3

3.4 Construccion de la curva patron de proteinas

Esta metodologia emplea el método de Bradford, el cual se basa en la unién del colorante

azul de Coomassie G250 a las proteina y su absorbancia a 595 nm debido a la formacién
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del complejo formado entre la proteina y el colorante (Kruger, 2009). La absorbancia a

595 nm es directamente proporcional a la cantidad de proteina presente.

Para realizar la curva patron de proteinas se etiquetan y afiaden los reactivos en varios
microtubos de 1.5 mL como se indica en la Tabla 3.2. Posteriormente, se homogeneizan
los microtubos en un equipo Vortex modelo Genie 2 y se incuban a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se colocan los 500 pL de reactivos incubados en los microtubos en
celdas de UV. Se da la lectura de las celdas de UV en un espectrofotometro de UV/VIS

modelo RAYLEYGH 1800 a 595 nm registrandose la absorbancia de la muestra.

Tabla 3.2. Orden de adicién de reactivos para la determinacién de proteinas del estdndar de globulina

Tubo Blanco 1 2 3 4 5
TBS! 1x (uL) 400 390 380 360 340 330
Globulina? (uL) 0 10 20 40 60 70

H 3
Reactivo (‘:ﬁ_)Bradford 100 100 100 100 100 100

1. Solucién salina amortiguadora de Tris 1x (TBS, por sus siglas en inglés) a un pH=7.6. Para su preparacion se requirié de 1.2 g de
Tris base y de 4.4 g de NaCl disueltos en un volumen total de 500 mL de agua destilada ajustado su pH final con HCI; 2. Solucion
madre de Globulina. Para su preparacion se requirié de 0.0011 g de globulina y de 50 mL de TBS 1x; 3. Reactivo de Bradford. Para
su preparacion se requirié de 100 mg azul de Comassie-G250 disuelto en 50 mL de etanol al 96% y de 100 mL de &cido fosférico al
85%, la solucién es ajustada a 1 L con agua destilada

3.5. Extraccién de proteinas

Para esta finalidad se colocan 200 uL de la solucién amortiguadora (buffer) de lisis RIPA
en tubos de microcentrifuga, un tubo para cada muestra procesada. Para la preparacion
de la solucion (RIPA) se requieren 495 mL de la solucion amortiguadora de Tris 1x (TBS),
5 mL del éter nonil-fenol-polietilenglicol IGEPAL® NP-40), 2.5 g de deoxicolato de sodio,
0.5 g de dodecilsulfonato de sodio (SDS), 0.03 g de azida de sodio, 1 pastilla inhibidora
de proteasas, 100 pL de NaF 100 mM y 200 pL de NasVO4 100 mM. En cada microtubo
de 1.5 mL se pesan de 200-300 mg de tejido hepatico congelado y se homogeneizan
con un “politron” modelo Cordless Kimbles Kontes®. Para evitar la degradacion de las
proteinas (el microtubo siempre es mantenido en hielo el tiempo suficiente hasta lograr
la disgregacion del tejido). Una vez disgregado el tejido se agregan 800 L de la solucion
amortiguadora de lisis RIPA y se incuban en hielo durante 30—45 minutos. Transcurrido
el tiempo se centrifugan a 14,000 rpm en una centrifuga Eppendorf® modelo 5414
durante 15 minutos y, finalmente, se transfieren los sobrenadantes a microtubos nuevos,

perfectamente etiquetados, en alicuotas de 100 — 250 pL. Las alicuotas se almacenan

20



adecuadamente en congelacion a -20°C hasta el momento de usarse en las

determinaciones enzimatico-espectrofotométricas.
3.6. Cuantificacion de proteinas en tejido hepético

Para realizar la determinacion de proteinas en los extractos crudos hepaticos se toma
cada muestras de extracto hepatico y se realizan las diluciones pertinentes con solucion
amortiguadora de Tris 1x (TBS) en un microtubo de 1.5 mL. Las diluciones realizadas
fueron aquellas que permitieran que las concentraciones de proteinas en los extractos
hepéticos cayeran dentro del rango lineal de la curva patrén. Las concentraciones de
proteinas que fueran demasiado elevadas no se tomaban en cuenta, ya que se alejaban
del comportamiento lineal de la ley de Lambert-Beer (Kruger, 2009). Las diluciones se
homogenizaron en un equipo Vortex modelo Genie 2. Se transfirieron 400 pL de la
dilucion de la muestra a un nuevo tubo y se afiadieron 100 pL del reactivo de Bradford. A
partir de dicho tubo, se toman 400 pL de la mezcla y se adicionan en una celda de UV-
Vis la cual es leida en un espectrofotometro UV/VIS modelo RAYLEYGH 1800 a 595 nm
registrando su absorbancia. Por ultimo, mediante una interpolacion apoyados en la curva
patron, se determina la concentracion de proteinas en cada uno de los extractos

hepaticos.

3.7. Determinacion de la actividad enzimatica de la glucoquinasa (GK)

Esta determinacibn se realiza siguiendo una adaptacion de los métodos
espectrofotométricos de Goward et al. (1986) y Walker y Parry (1966). Estos se basan en
un ensayo enzimatico acoplado a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual transforma
la glucosa-6-fosfato (resultado de la fosforilacion de la glucosa por la glucoquinasa) a 6-
fosfogluconolactona con la subsecuente reduccion de NADP* a NADPH. Los cambios en
la absorbancia a 340 nm son proporcionales al cambio en la concentracion de NADP*;
por lo que por cada mol de NADP* reducida se transformara un 1 mol de glucosa a
glucosa-6-fosfato por parte de la glucoquinasa como se puede observar en la siguiente

reaccion:

ATP ADP

Glucosa A-L» Glucosa 6-fosfato

Glucoquinasa
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NADP* NADPH + H*

Glucosa 6-fosfato 6-fosfogluconolactona
Glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa

La mezcla de reaccion contiene 4.8 mL de solucion amortiguadora de Tris 75 mM a
pH=9.0, 0.2 mL de B-D (+) — Glucosa 360 mM, 0.2 mL de ATP 120 mM, 0.2 mL de MgCl2
600 mM y 0.2 mL de NADP* 27 mM. Se colocan 560 puL de mezcla de reaccion y 20 pL
de una solucion enziméatica de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-F-DH) (Sigma-
Aldrich, MO, EE. UU.) cuya actividad enzimatica se debia encontrar a 100 U/mL en una
celda de metacrilato para UV-Vis. La mezcla anterior se da lectura a 340 nm durante 5
minutos para obtener una linea base. Posteriormente, se afiaden en la misma celda 20
pL de solucion Tris base 50 mM a pH=8.5 y se mezcla nuevamente por inversion,
leyéndose en el espectrofotometro a 340 nm durante 5 minutos para generar el blanco
de reaccién. En una nueva celda se colocan 560 pL de la mezcla de reaccion, 20 uL de
G-6-F-DHy 20 uL de extracto de tejido hepético y se registra la absorbancia a 340 nm en
el espectrofotometro durante 5 minutos. A partir de estas lecturas se obtiene la velocidad
inicial en Aabsssonm/min tanto para la muestra del extracto hepatico como para el blanco
con la parte lineal de la curva de avance de reaccion. Los valores de Aabs se utilizan para

calcular la actividad enzimatica (U) por mililitro de extracto empleando la Ecuacién 3.1:

U/mL= ((Aabszsonmmuestra — Aabsazaonmblanco) *(0.6 mL) *(fd)) / ((6.22) *(0.02 mL)) Ecuacién 3.1

donde: 0.6: Volumen final en celda UV; fd: Factor de dilucién; 6.22: Coeficiente de extinciéon milimolar de
NADP*; 0.02: Volumen de extracto hepatico agregado. U: cantidad de enzima que cataliza la fosforilacion
de 1 pumol de glucosa por minuto a 28°C y pH= 9.0

Una vez obtenidas la actividad enzimatica y la concentracidon de proteinas de los extractos

hepaticos, se establece la actividad especifica de la GK aplicando la Ecuacion 3.2:

U/mg = (U/mL) / (Conc. proteinas [Mg/mL] Ecuacion 3.2

Debido a que los niveles de actividad enzimatica en los extractos crudos de proteinas sin
purificar son generalmente muy bajos, el nivel de actividad enzimatica se suele expresar
en miliunidades (mU) en lugar de unidades (U). Para ello se realiza la multiplicacion por
el factor adecuado, por lo que en la presente investigacion todos los resultados de
actividad especifica se encuentran expresados como mU/mg.
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3.8. Analisis estadisticos

Los datos experimentales obtenidos fueron analizados a través de un analisis de varianza
(ANDEVA), para el cual se verificd que cada grupo cumpliera con los requisitos de:

a) Independencia de muestras

b) Los datos siguieran distribuciones normales dentro de cada uno de los grupos
(normalidad)

c) Debe existir una igualdad de varianza (homocedasticidad) entre los datos, evaluada
con la prueba de Levene (Walpole et al., 2012)

Los tratamientos estadisticos que se llevaron a cabo fueron los siguientes:

e [dentificacion de datos atipicos o aberrantes por estimacion de sigma basada en la
desviacién absoluta de la media (Z-DAM), empleando el software Statgraphics
Centurion XVI.

e Comprobacion de normalidad a través de la prueba Shapiro-Wilk, empleando el
software Statgraphics Centurion XVI.

ePara aquellos datos que no siguen una distribucion normal, fue necesario la
realizacion de la prueba de las medianas de Mood y de multiples rangos las cuales
permiten evaluar la hipétesis de que las medianas de todas las muestras son iguales
realizando comparaciones sobre cuéles son diferentes entre si, respectivamente.

e Comprobacion de homocedasticidad a través de la prueba de Levene empleando el
software Statgraphics Centurion XVI.

e Para aquellos datos que no presentaban homocedasticidad, fue necesario sustituir el
ANDEVA por la prueba de Welch y como prueba de rangos mdultiples la prueba de
Games-Howell, empleando el software Minitab 17.

e Para los grupos que no cumplian con los requisitos establecidos para el andlisis de
varianza, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual evalta la
hipétesis de la igualdad de medianas para todos los grupos. Para esta prueba se
empleod el software Statgraphics Centurion XVI.

¢ Andlisis de varianza (ANDEVA) multifactorial relacionando grupo y sexo. Para esta

prueba se empled el software Statgraphics Centurion XVI.
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e Comparacion de dos muestras entre el grupo control y basal, y posteriormente sobre
una misma muestra para ver el efecto del tiempo. Para esta prueba se empled el

software Statgraphics Centurion XVI.

Enla Figura 3.2 se muestra el arbol de decisiones que se disefio para simplificar la forma

de trabajo, las condiciones que se requerian en los datos y las pruebas utilizadas.

¢ Todos los grupos de edulcorantes tienen
una distribucion normal?

(Prueba de Shapiro-Wilk) 4l
No T

¢Existe igualdad de varianza

- Prueba de mediana de Mood o

Kruskal Wallis (Homocedasticidad)? ‘l
- Determinacién de grupos Ni (Prueba de Levene) ,
homogéneos por grafica de caja 0 Si
y bigotes l ¢
- Prueba de Welch - ANDEVA simple
- Prueba de Games-Howell Prueba de rangos multiples

(Duncan)

Figura 3.2. Arbol de decisiones para el manejo de datos estadisticos y pruebas realizadas
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como fue mencionado previamente en la metodologia, este trabajo partio de la eutanasia
humanitaria de 100 ratas de la estirpe Wistar (50 machos y 50 hembras). Se incluy6 un
grupo basal (ratas recién destetadas). La codificacion de las ratas se realizé con base en
su sexo (M: Macho, H: Hembra), a su numero de rata (1- 80) y al edulcorante
suministrado (Sn: Sacarina, Sucr: Sucralosa, Ctrl: Control, etc.). Para las ratas basales
(20 ratas), su codificacion se realizé de la misma manera. Por ejemplo, la codificacién
M45Ace indica que la muestra proviene de la rata macho numero 45 y que bebid la
solucion de acesulfame de K. Otro ejemplo es H2B que indica que la muestra fue de la
rata hembra #2 del grupo basal. Los numeros fueron asignados de manera aleatoria
mediante el paquete estadistico Statgraphics XVI para evitar cualquier posible sesgo en

los datos.

La eutanasia humanitaria se realiz6 de acuerdo con las disposiciones de la NOM-062-
Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio (DOF, 1999). Para realizar lo anterior, se empled una camara rica en CO2
para conducir a las ratas a una pérdida de la conciencia y una vez adormecidas se empleé

una guillotina para decapitarlas de forma rapida e indolora.

Con ayuda de personal especializado de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
se realizo la diseccion de los higados de las 100 ratas. Este protocolo experimental fue
aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los higados fueron congelados con
nitrégeno liquido y posteriormente fueron almacenados a una temperatura de -70°C para
evitar su descomposicion. Posteriormente, al momento de realizar las pruebas se
pasaron a un congelador de la marca TOREY® y fueron mantenidas a una temperatura
de -20°C.

4.1 Realizacion de curva patron de globulina

Una vez obtenidos los higados de las ratas, se construyé una curva patron de globulina

mediante el método espectrofotométrico de Bradford (Kruger, 2009), con la finalidad de
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poder cuantificar las proteinas en el tejido hepatico de las ratas. Los resultados se

presentan en la Tabla 4.1y en la Gréafica 4.1.

Tabla 4.1. Datos de la curva patrén de globulina

Globulina | Concentracion Abs 1 Abs 2 Abs 2 Abs Coef var
Tubo (uL) (Lg/uL) (595 nm) (595 nm) | (595 nm) prom
(595 nm)
Blanco 0 0 0 0 0 0 0
1 200 0.0088 0.103 0.097 0.093 0.097 5.153
2 250 0.011 0.138 0.140 0.140 0.139 0.828
3 300 0.0132 0.159 0.163 0.157 0.160 1.913
4 350 0.0154 0.172 0.179 0.166 0.172 3.775
5 400 0.0176 0.218 0.194 0.198 0.203 6.323

Abs: Absorbancia obtenida a 595 nm; Coef var: Coeficiente de variacion

0.25

0.2 i

0.15

Absorbancia (595 nm)

0.1 i
0.05
0 0.005 0.01 0.015 0.02
Globulina (pg/uL)

Gréfica 4.1. Curva patrén de globulina para la cuantificacién de proteinas en tejido hepatico
(Linealidad de la curva: R?=0.9911)

Con los datos obtenidos de la curva patron se obtuvo la Ecuacion 4.1.
Abs = 11.553*(Conc.) + 0.0016 Ecuaciéon 4.1

Cabe destacar que los datos fueron aceptados con base en los coeficientes de variacion
(CV) que presentaron los triplicados de cada punto de la curva. Segun la Directriz sobre
validacion de métodos bioanaliticos de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por
sus siglas en inglés) (EMA, 2011); el CV no debe pasar del 15% para aquellas muestras

cuyas concentraciones de analito son conocidas.
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4.2 Cuantificacion de proteinas en tejido hepatico

Una vez obtenidos los extractos hepaticos, se procedio a la cuantificacién del contenido
de proteinas en cada uno de ellos. La medicion de las muestras se realiz6 siguiendo el
método de Bradford y de manera aleatoria con apoyo del programa Statgraphics
Centurion XVI entre el sexo y el edulcorante ingerido. A continuacién, se muestra un

ejemplo de célculo de la muestra H70 del grupo de fructosa.
Despejando de la Ecuacidn 4.1 se tiene:

Conc. Prom. myestra= (Abs. Prom. muestra — 0.0016) / 11.553 Ecuacion 4.2
Conc. Prom. u70 Fructosa = (0.149 — 0.0016) / 11.553 = 0.0127 pg/pL

Considerando la dilucion que se realiz6 de 1:10,000 se tiene:
Conc. Prom. u70 Fructosa = (0.0127 pg/1puL) * (10,000uL/1pL) = 127.29 pg/pL

En las Tablas A.1 a la A.18 del Apéndice A, se muestran los resultados de la
concentracion de proteinas calculadas mediante interpolaciéon para las muestras de
extractos hepatico de las 100 ratas con sus respectivos triplicados y coeficientes de

variacion.

La cuantificacion de proteinas es una etapa importante para determinar la actividad
especifica de la glucoquinasa, ya que si bien la actividad enzimatica (U) se define como
la cantidad de enzima requerida para transformar 1 pmol de sustrato por minuto
(Bisswanger, 2014), la actividad especifica es el nimero de unidades de enzima que se
tienen en un miligramo de proteina (U/mg).

4.3. Determinacion de la actividad enzimatica de la glucoquinasa

Las Gréficas 4.2 y 4.3, que se presentan a continuacién, muestran un ejemplo de las
curvas de avance de reaccion para las muestras blanco de tejido hepatico y sus
triplicados para la muestra H70 del grupo de fructosa. La muestra blanco tiene como

finalidad restar el error que presenta el método por los mismos reactivos.
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Grafica 4.2. Curva de avance de reaccion de un blanco de reactivos
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Grafica 4.3. Curva de avance de reaccion de muestra H70 Fructosa

Usando la ecuacién de la curva de reaccion de la muestra blanco y de extracto hepético,
junto con el método de regresion polindbmica, se aplico la primera derivada (dx) para
obtener la pendiente de la recta tangente evaluandose al tiempo 0. Lo anterior permitié

calcular la velocidad inicial (Aabs/min) (Fasold y Gundlach, 1974).

La sustitucion de estos valores de absorbancia sobre la Ecuacién 3.1 dieron los valores
de actividad enzimética (U) para cada muestra y, con la Ecuacion 3.2 y los valores de
concentracion de proteina se obtuvo la actividad especifica (U/mg). Debido a que el valor
de actividad enzimatica en extractos crudos sin purificar fue bajo, se prefirio expresar el

resultado en mU/mg en lugar de U/mg, ya que en los analisis estadisticos fue empleada

la concentracion de mU/mg.
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U/ML 170 Fructosa = ((0.0793 — 0.0018)*(0.6 mL)*(4)) / ((6.22)*(0.02 mL)) = 1.495 U/mL

U/mg H70 Fructosa = (1.495 U/mL) / (127.29 mg/mL) = 0.0117 U/mg=11.7 mU/mg

En el Apéndice B de la Tablas B.1 a la B.18 se muestran los valores de actividad
especifica calculadas para cada muestra del extracto hepético de las 100 ratas con sus
respectivos triplicados y coeficientes de variacién.

4.4. Analisis estadistico de la actividad enzimatica

En las Tablas 4.2 y 4.3 se muestran las medias de la actividad enzimatica especifica
(mU/mg) y la desviacion estandar de cada uno de los grupos de edulcorantes para las

ratas macho y hembra, respectivamente.

Tabla 4.2. Mediana por grupo de actividad especifica (mU/mg) de la glucoquinasa de ratas macho

Grupo Actividad especifica Grupos homogéneos*
(mU/mg + DAM)

Control 5.52+1.35 A
Mezcla 6.84 + 0.63 A
Ace K 7.33 £3.37 AB
Glucosa 8.22 +1.53 AB
Basal 7.29+2.25 AB
Sacarosa 6.68 £ 2.76 AB
Fructosa 9.24 + 3.54 ABC
Sacarina 9.77 £ 2.02 B
Sucralosa 13.36+ 1.07 C

*Los grupos que no comparte letra difieren estadisticamente. Prueba Games-Howell al 95% de confianza

Tabla 4.3. Media por grupo de actividad especifica (mU/m

) de la glucoquinasa de ratas hembra

Grupo Actividad especifica Grupos Homogéneos*
(mU/mg = DE)

Sucralosa 7.44 +1.22 A
Basal 8.38 + 3.03 A
Mezcla 8.43 + 3.47 AB
Fructosa 8.96 + 2.39 AB
Sacarosa 9.11 + 3.43 AB
Control 9.12 + 3.97 AB
Glucosa 10.03 +4.46 AB
Ace K 10.80 + 1.58 B
Sacarina 10.85 + 0.60 B

*Los grupos que no comparte letra difieren estadisticamente. Prueba Games-Howell al 95% de confianza
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Debido a que los valores de la activad especifica en ratas macho no presentaron un
comportamiento normal (ver Tabla C.4 del Apéndice C), se recurrio a hacer su analisis a
través del uso de las medianas + la DAM (Desviacion Absoluta de la Mediana) para
evaluar la hipétesis de que todas las medianas eran iguales. El resultado de esta prueba

reportd diferencia significativa entre los grupos.

El grupo que presenté una mediana de actividad especifica mas alta fue el de sucralosa
con 13.36 + 1.07 mU/mg, mientras que el mas bajo fue el grupo control con 5.52 +1.35
muU/mg. Aquellos que difirieron respecto con el grupo control fueron el de sacarina con
9.77 £ 2.02 mU/mg y el de sucralosa 13.36 £ 1.07 mU/mg.

Bajo este escenario puede suponerse gue la sucralosa obtuvo valores elevados debido
al efecto que tiene sobre el metabolismo. Tal como lo reportan Li et al. (2016), la
presencia de sucralosa activa los receptores de glucosa y facilita su metabolismo. Por lo
tanto, era de esperar un incremento del metabolismo de la glucosa y, como consecuencia,

mayores niveles de actividad de la glucoquinasa (GK).

Por otro lado, diversas investigaciones sobre la sacarina han demostrado que su
consumo tiene un impacto sobre el incremento de masa corporal, la ingesta de alimento
y la ingesta de energia. Estos comportamientos se han detectado en ratas de las estirpes
Wistar y Sprague-Dawley, lo cual permite suponer que este ligero incremento de los
valores de la GK que se presentaron con respecto del grupo control, podria provenir de
un mayor consumo de alimento y, por ende, de un mayor consumo de glucosa. En el

grupo de sacarina la Unica fuente de glucosa era el alimento ingerido.

En el caso de las ratas hembra cuyos valores de actividad especifica no contaron con un
comportamiento homocedastico (ver Tabla C.20 del Apéndice C), fue necesario hacer la
prueba de Welch para evaluar la hipétesis de que todas las medias fueron iguales. El
resultado arrojo un valor de P menor al de 0.05, lo cual indicé la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en las medias de la actividad especifica, con un nivel del

95.0% de confianza.
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En las ratas hembra, el grupo que presentd los niveles mas altos de la actividad especifica
fue el que bebidé sacarina con 10.85 + 0.60 mU/mg, mientras que el que presento los
niveles mas bajos fue el de sucralosa con 7.44 = 1.22 mU/mg. No obstante,
estadisticamente, ningun grupo presentd diferencia significativa con respecto al grupo
control, sin embargo, si existieron diferencias significativas entre los grupos sacarina
(10.85+ 0.60 mU/mg) y ace k (10.80 £ 1.58 mU/mg) con respecto con de los grupos de
sucralosa (7.44 £ 1.22 mU/mg) y el grupo basal (8.38 + 3.03 mU/mg).

En el grupo de sacarina, el efecto que se podria estar suscitando seria similar al caso de
las rata macho, donde la alta actividad de la GK vendria de un mayor consumo de
alimento y una mayor demanda de energia debido a la actividad fisica. Esta hipotesis se
respalda con la investigacion realizada por Mendoza-Pérez (2021) donde ratas hembra

de la estirpe Wistar que ingirieron sacarina reportaron un mayor consumo de alimento.

Para el caso del grupo sucralosa en donde se han presentado resultados completamente
diferente a los de las ratas macho, existen investigaciones que reportan que dicho
edulcorante no se metaboliza y es excretado en un 85% via heces y 15% via orina sin
modificacion en su conformacion. No obstante, se debera seguir indagando el efecto
tanto en hembras como en machos, ya que se aprecia que el efecto depende del sexo

del espécimen.

Los grupos control de las ratas macho y hembra presentaron una media de actividad
especifica de 6.22 + 2.32 mU/mg y de 9.12 + 3.97 mU/mg, respectivamente. Esto
concuerda con lo reportado en el ensayo de Walker y Parry (1966) quienes obtuvieron un
valor de media de 8.7 mU/mg partiendo de un conjunto de 10 muestras de tejido hepatico

de ratas Wistar.

Por otro lado, tal como se aprecia en las Tablas 4.2 y 4.3, la comparacion entre el grupo
basal y el grupo control no reporta diferencia estadisticamente significativa ni para las
ratas macho ni para las ratas hembra, lo cual permite suponer que, a los 170 dias previos
a la eutanasia, el tiempo no fue una variable que pudiera afectar los niveles de actividad
de la GK.
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Los resultados obtenidos entre ratas macho y hembra permiten suponer el hecho de que
el sexo puede ser una determinante en el efecto de los edulcorantes, por lo que para
poder evaluar esta hipétesis sobre si existen diferencias significativas entre edulcorante
y el sexo, se realiz6 un ANDEVA de dos vias. Este tipo de ANDEVA resulta ser mas
tolerante a las condiciones descritas en el capitulo 3 de metodologia, por lo que no fue

necesario realizar su evaluacion de comportamiento normal y de homocedasticidad.

En la Tabla 4.4 y Gréfica 4.4 se muestra el analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias y
la gréfica de Interaccién edulcorante-sexo, respectivamente. En ellas se aprecia que el
sexo resulto ser un factor estadisticamente significativo (P=0.0393), pero no asi el factor
edulcorante. Adicionalmente, el ANDEVA muestra que la interaccién entre el edulcorante-
sexo resultd ser significativa con un valor P=0.0001 y por ello no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el edulcorante ingerido, sin hacer alguna distincién

entre ambos sexos, pero si hubo entre la interaccion del grupo de ratas macho y hembra.

Tabla 4.4. Analisis de varianza de dos vias para determinar la actividad especifica

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razé6n- |Valor-P
cuadrados medio Ft

EFECTOS PRINCIPALES

A: Grupo 0.000125027 8 0.0000156284 |1.65 0.1110

B: Sexo 0.000040641 1 0.000040641 4.30 0.0393

INTERACCIONES

AB 0.000313356 8 0.0000391695 |4.14 0.0001

RESIDUOS 0.00219378 232 [0.00000945596

TOTAL (CORREGIDQ) 0.0026887 249

1Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Gl: Grados de libertad

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.
Puesto que 2 valores-P fueron menores que 0.05, estos factores presentaron un
efecto estadisticamente significativo sobre la actividad especifica con un 95.0% de

nivel de confianza.

La razon a la cual es posible atribuir esta diferencia entre los sexos son las distintas vias
de regulacion de la GK de las cuales es posible mencionar tres: La primera via de
regulacion es el sustrato, es decir, la cantidad de alimento consumido y a la bebida
ingerida (o edulcorante consumido). Se sabe que el motor principal para llevar a cabo la
glucolisis es la glucosa. La glucosa proviene del alimento y/o de la bebida que se
suministré, por lo que un mayor o0 menor consumo de estos dos componentes junto con
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la actividad fisica de los modelos bajo estudio podria estar impactando en los nivel de
GK. Tal como se ha mencionado en el marco teorico de esta tesis, todos los edulcorantes
nutritivos y no nutritivos tienen distintas formas de actuar dentro del metabolismo,
estimulando por consecuencia en mayor o en menor grado a la GK.

(X 0.001)
16.4

Sexo
—e— H

14.4 M

124

104

8.4

6.4

Actividad especifica (mU/mg)

4.4

Edulcorante

Gréafica 4.4. Interacciones e intervalos de la media al 95% de confianza

La segunda via de regulaciéon es la hormonal, donde se encuentran la insulina, el
glucagon y las incretinas GIP y GLP-1c. Esta regulacién de la GK resulta de manera
indirecta, ya que la accion de estas hormonas se lleva a cabo sobre las células hepaticas,
las cuales se encuentran en funcion de la concentracion de glucosa en sangre. A altas
concentraciones, tanto la hormona GIP como la hormona GLP-1 liberan desde las células
B a la hormona insulina, reduciendo de esta forma dicha concentracion, dando paso a la
glucdlisis y a la activacion de la GK. El glucagon funciona de manera inversa a la insulina
y es liberado desde las células a cuando son detectadas bajas concentraciones de
glucosa en la sangre para transformar via glucogendlisis y gluconeogénesis al glucégeno,

piruvato, lactato y glicerol en glucosa, lo cual implica un paro en la actividad de la GK.

La GKRP y PFK2/FBP2 son otras hormonas cuya funcién también es regular a la GK,
pero de una manera mas directa, ya que lo hace a través de la formacion de un complejo
con la misma y va en funcién de la concentracion de glucosa en sangre. A bajas
concentraciones, la GKRP es quien forma este complejo para limitar la actividad de la
GK, donde la presencia de la fructosa 6-fosfato (F6P) o de la fructosa 1-fosfato (F1P)

favorecen o reducen su afinidad; la PFK2/FBP2 por otro lado, a altas concentraciones de
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glucosa en la sangre, es quien forma este complejo y favorece la actividad de la GK
(Payne et al., 2007).

La tercera via de regulacion es a través de los factores de transcripcion, siendo mas
especifico el de la proteina de unién al elemento regulador del esterol (SREBP-1c, por
sus siglas en inglés) y de la proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos
(ChREBP, por sus siglas en inglés). Ya que si bien, SREBP-1c se encarga de regular la
lipogénesis a través de la transcripcion de genes codificantes para las enzimas
involucradas en el proceso, también lo hacen para la glucdlisis, ya que se encarga de la
codificacion para la GK ademéas de ser activado por la insulina y suprimido por el
glucagon. Para el caso de ChREBP, si bien no tiene ningan impacto directo en la GK, si
tiene un efecto sinérgico con SREBP para la generacion de lipidos (Lopez-Oliva y Mufioz-
Martinez, 2013).

Con todas estas variables en juego es posible suponer que, con la alteracion de alguna

de ellas, la actividad enzimética de la GK podria verse favorecida o reducida.

Durante la ingesta de alimento, los niveles de glucosa se elevan y tanto la glucélisis como
la lipogénesis se activan. Sin embargo, cuando el consumo de glucosa es superior a lo
que requiere el cuerpo, la lipogénesis tiene una mayor actividad. Ademas de estas vias,
el cuerpo humano se apoya de otras mas para reducir la glucosa, tales como la
glucogénesis y la via de las pentosas fosfato, ambas usando a la glucosa 6-fosfato como

precursor (Bollen et al., 1998; Horecker, 2002).

Por otro lado, la investigacién de Yip y Wolfe (1999) sobre la hormona GIP reporta que
mientras mas edad tenga el sujeto de estudio, mayores seran los niveles de la hormona,
asi como también la existencia de una correlacion entre géneros donde los machos

presentan niveles mayores que las hembras.

Sin embargo, debido al alcance y limitaciones de esta investigacién, no se profundizara
en esta parte debido a que queda fuera de los objetivos de esta tesis y quedara por
indagar en futuras investigaciones ya que la regulacion metabdlica es en extremo

compleja e involucra muchas vias de regulacion.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

De acuerdo con la hipotesis planteada “Los niveles de actividad de la glucoquinasa en el
tejido hepatico de ratas hembra y macho de la variedad Wistar seran mas elevados en
aguellos grupos que consumen de manera cronica edulcorantes nutritivos al ser
comparados con los grupos que consumen edulcorantes no nutritivos y de un control el
cual consume agua potable “y con el objetivo de esta investigacion el cual fue el “Evaluar
el efecto del consumo crénico de edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre los niveles
de la actividad de la glucoquinasa en extractos de hepatocitos de 40 ratas macho (+10
basales macho) y 40 ratas hembras (+10 basales hembras) de la cepa Wistar que

consumieron durante 170 dias estas bebidas” es posible concluir lo siguiente:

1. El consumo crénico de edulcorantes no nutritivos desde el destete hasta la etapa
de jovenes adultos (170 dias) influyd en que existieran diferencias
estadisticamente significativas en las ratas macho entre el grupo basal y el grupo
gue bebio sucralosa. En ratas hembra las diferencias se presentaron entre el grupo
basal y el grupo sucralosa con respecto a los grupos que bebieron acesulfame de
K'y sacarina.

2. Las ratas tanto macho como hembra que consumieron la bebida con el
edulcorante sacarina fueron las que tuvieron los valores promedio mas altos de
actividad especifica, mientras que el grupo control fue el que tuvo en promedio el
valor mas bajo de actividad de la glucoquinasa.

3. Se demostro que el tipo de edulcorante ingerido es un factor significativo para los
niveles de actividad enzimatica de la glucoquinasa en muestras hepaticas.

4. El factor sexo fue significativo. Por lo tanto, los niveles de actividad enzimatica son
dependientes del sexo de los especimenes. Los resultados observados en un sexo
no son completamente extrapolables al otro. Por ello, siempre se deberan realizar
investigaciones con ambos sexos.

5. En las ratas macho, los grupos sucralosa y sacarina reportaron diferencias
significativas con respecto el grupo control con un valor mas alto al obtenido para
este ultimo lo cual permite suponer que las rutas metabolicas de la glucosa tienen

una mayor actividad tras el consumo de estos edulcorantes no nutritivos.
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6. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
basal y control de ratas macho y hembra con respecto de la actividad especifica
de la GK, lo cual significa que a los 170 dias, que fue el primer sacrificio, no se

considero al tiempo como una variable determinante.

5.2. Recomendaciones

Con base en los resultados y su andlisis queda por indagar sobre las siguientes

incognitas:

1. Realizar una medicion de los niveles de actividad de la GK en la fase climatérica
de la rata para analizar si la edad es un factor determinante en la actividad de la
enzima.

2. Realizar una segunda extraccién sobre los tejidos hepéticos ya analizados para
entender si existe una variacion por el tiempo de almacenamiento y el tiempo de
estudio.

3. Evaluar los niveles de concentracion de las hormonas, insulina, glucagén, GIP y
GLP-1 las cuales se encargan de dar la sefial de inicio para la glucdlisis.

4. Complementar este estudio con un analisis sobre los niveles de expresion de

factores de transcripcion como SREBP y ChREBP.
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APENDICE A. CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL
TEJIDO HEPATICO

Tabla A.1. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebié solucién

de glucosa
Abs. Conc. Conc.
Factor de Abs. Coef.
Rata | Edulcorante A Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” S
dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.195
M67 Glucosa 1:10,000 0.191 0.195 0.017 167.402 2.051
0.199
0.159
M48 Glucosa 1:10,000 0.168 0.165 0.014 141.724 3.331
0.169
0.087
M27 Glucosa 1:10,000 0.089 0.090 0.008 76.517 4.006
0.094
0.086
M71 Glucosa 1:10,000 0.088 0.086 0.007 73.343 1.769
0.085
0.084
M64 Glucosa 1:10,000 0.077 0.079 0.007 66.707 6.007
0.075

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.2. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que behié soluciéon

de glucosa
Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante A Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” S

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.131

H5 Glucosa 1:10,000 0.137 0.132 0.011 112.583 3.822
0.127
0.134

H58 Glucosa 1:10,000 0.134 0.135 0.012 115.468 1.283
0.137
0.080

H36 Glucosa 1:10,000 0.087 0.088 0.007 74.497 9.149
0.096
0.086

H24 Glucosa 1:10,000 0.077 0.079 0.009 66.996 7.905
0.074
0.080

H78 Glucosa 1:10,000 0.078 0.079 0.007 66.996 1.265
0.079

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.3. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebi6 solucién
de fructosa

Abs. Conc. Conc.
Factor de Abs. Coef.
Rata EdU|COI’ante . -z Prom pro[einas “C” proteinas “D” - - 7
dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.102
M17 Fructosa 1:20,000 0.108 0.108 0.009 183.618 5.115
0.113
0.130
M28 Fructosa 1:10,000 0.121 0.124 0.011 105.658 4.453
0.120
0.137
M13 Fructosa 1:10,000 0.134 0.134 0.011 114.891 1.873
0.132
0.088
M38 Fructosa 1:10,000 0.091 0.089 0.009 75.363 2.347
0.087
0.051
M42 Fructosa 1:10,000 0.055 0.053 0.005 44.779 3.903
0.054

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentraciéon de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracién de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.4. Concentracién de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebié solucién
de fructosa

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante I, Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” S

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacién
0.189

H73 Fructosa 1:10,000 0.186 0.183 0.016 157.015 4.337
0.174
0.166

H28 Fructosa 1:10,000 0.169 0.163 0.014 139.415 5.228
0.153
0.161

H18 Fructosa 1:10,000 0.154 0.156 0.013 133.933 2.585
0.154
0.143

H70 Fructosa 1:10,000 0.157 0.149 0.013 127.297 4.958
0.146
0.147

H31 Fructosa 1:10,000 0.145 0.150 0.013 128.163 4.295
0.157

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentraciéon de proteinas
obtenida a partir de la curva patréon. Conc. “D”: Concentracién de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.5. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebi6 solucion
de sacarosa

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante R Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” o

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.196

M41 Sacarosa 1:10,000 0.198 0.198 0.017 170.288 1.268
0.201
0.166

M16 Sacarosa 1:10,000 0.161 0.168 0.014 143.743 4,555
0.176
0.099

M66 Sacarosa 1:10,000 0.092 0.093 0.008 78.825 6.504
0.087
0.148

M32 Sacarosa 1:10,000 0.150 0.150 0.013 128.163 1.020
0.151
0.067

M61 Sacarosa 1:10,000 0.068 0.067 0.006 56.609 1.492
0.066

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.6. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebi6 solucion
de sacarosa

Abs. Conc. Conc.
Rata | Edulcorante | SEOA | L0 Prom. | s "G | o D7 | S0
(595 nm) | [pg/pL] [Mg/pL]
0.119
H32 Sacarosa 1:20,000 0.120 0.122 0.010 209.008 4.032
0.128
0.136
H68 Sacarosa 1:10,000 0.136 0.138 0.012 118.353 2.921
0.143
0.134
H52 Sacarosa 1:10,000 0.143 0.140 0.012 119.796 3.711
0.143
0.140
H55 Sacarosa 1:10,000 0.146 0.141 0.012 120.373 3.578
0.136
0.181
H34 Sacarosa 1:10,000 0.189 0.183 0.016 156.727 3.113
0.178

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.7. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebi6 solucion

de ace K
Abs. Conc. Conc.
Factor de Abs. Coef.
Rata | Edulcorante R Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” o
dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion

0.141

M45 Ace K 1:20,000 0.148 0.142 0.012 243.631 3.605
0.138
Ace K 0.141

M76 1:10,000 0.138 0.139 0.012 118.642 1.501
0.137
Ace K 0.135

M1 1:10,000 0.131 0.129 0.011 109.986 6.037
0.120
Ace K 0.155

M58 1:10,000 0.161 0.161 0.014 137.684 3.428
0.166
Ace K 0.068

M25 1:10,000 0.072 0.067 0.006 82.576 8.310
0.061

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.8. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebid solucion

de ace K
Abs. Conc. Conc.
wara | Eoutcorante | P00 | A0S Prom. | e 167 | D | SO
(595 nm) | [pg/pL] [Mg/pL]
Ace K 0.137
H17 1:10,000 0.137 0.138 0.012 118.065 1.255
0.140
Ace K 0.132
H80 1:10,000 0.136 0.136 0.012 116.622 3.307
0.141
Ace K 0.108
H48 1:10,000 0.102 0.107 0.009 91.232 4,282
0.111
Ace K 0.184
H9 1:10,000 0.185 0.186 0.016 159.612 1.422
0.189
Ace K 0.134
H19 1:10,000 0.127 0.128 0.011 109.697 3.998
0.124

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.9. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebi6 solucion

de mezcla de edulcorantes

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante R Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” o

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.186

M11 Mezcla 1:10,000 0.186 0.186 0.016 159.324 0.311
0.185
0.200

M63 Mezcla 1:10,000 0.201 0.201 0.017 172.307 0.287
0.201
0.140

M14 Mezcla 1:10,000 0.139 0.139 0.012 118.642 1.101
0.137
0.144

M7 Mezcla 1:10,000 0.141 0.142 0.012 121.527 1.219
0.141
0.186

M49 Mezcla 1:10,000 0.176 0.181 0.016 155.284 2.762
0.181

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %. Mezcla: aspartame: acesulfame

de k

Tabla A.10. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebio
solucion de mezcla de edulcorantes

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante R Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” o

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [ug/uL] Variacion
0.154

H1 Mezcla 1:10,000 0.147 0.147 0.013 126.143 4.416
0.141
0.115

H50 Mezcla 1:10,000 0.116 0.119 0.010 101.907 5.579
0.127
0.089

H25 Mezcla 1:10,000 0.091 0.091 0.008 77.094 1.684
0.092
0.176

H10 Mezcla 1:10,000 0.176 0.178 0.015 152.399 1.625
0.181
0.089

H64 Mezcla 1:10,000 0.089 0.089 0.008 75.651 0.000
0.089

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %. Mezcla: aspartame: acesulfame

de k
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Tabla A.11. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebio
solucién de sacarina

Rata

Edulcorante

Factor de
dilucién

Abs.
(595 nm)

Abs.
Prom.
(595 nm)

Conc.

113 bh
proteinas C

[Hg/pL]

Conc.

[13 bE
proteinas D

[Hg/pL]

Coef.
Variaciéon

0.162
0.163
0.159

M18 Sacarina 1:10,000 0.161 0.014 138.261 1.290

0.146
0.141
0.144

M80 Sacarina 1:10,000 0.144 0.012 122.970 1.751

0.073
0.078
0.078

M51 Sacarina 1:10,000 0.076 0.006 64.687 3.781

0.093
0.083
0.078

M30 Sacarina 1:10,000 0.085 0.007 71.901 9.021

0.060
0.055
0.056

M60 Sacarina 1:10,000 0.057 0.005 47.953 4.641

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentraciéon de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracién de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.12. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebio
solucién de sacarina

Abs. Conc. Conc.
Factor de Abs. Coef.
Rata EdU|Corante . -z PI‘OI’T] proteinas “C” proteinas “D” . e
dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.168
H11 Sacarina 1:10,000 0.158 0.162 0.014 138.838 3.266
0.160
0.131
H72 Sacarina 1:10,000 0.137 0.136 0.012 116.622 3.691
0.141
0.138
H33 Sacarina 1:10,000 0.136 0.136 0.012 116.622 1.120
0.135
0.150
H29 Sacarina 1:10,000 0.149 0.150 0.013 128.451 0.666
0.151
0.146
H45 Sacarina 1:10,000 0.147 0.145 0.012 124.124 1.824
0.142

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:
Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.13. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebio
solucién de sucralosa

Abs. Conc. Conc.
Raia | Edulcorame | 2000 | 0| orom. | e 167 | D | S
(595 nm) | [pg/uL] [Hg/uL]
0.167
M39 Sucralosa 1:10,000 0.157 0.160 0.014 137.396 3.601
0.157
0.116
M35 Sucralosa 1:10,000 0.122 0.120 0.010 102.773 3.146
0.123
0.108
M68 Sucralosa 1:10,000 0.095 0.100 0.008 84.884 7.258
0.096
0.139
M44 Sucralosa 1:10,000 0.133 0.135 0.012 115.756 2.375
0.134
0.026
M23 Sucralosa 1:10,000 0.030 0.028 0.002 22.563 7.524
0.027

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.14. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebio
solucién de sucralosa

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante S Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” o

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.175

H56 Sucralosa 1:10,000 0.177 0.177 0.015 152.111 1.419
0.180
0.145

H30 Sucralosa 1:10,000 0.144 0.141 0.012 120.373 4,733
0.133
0.174

H79 Sucralosa 1:10,000 0.167 0.168 0.014 144.320 3.048
0.164
0.058

H16 Sucralosa 1:10,000 0.057 0.056 0.005 47.087 4.724
0.053
0.030

H44 Sucralosa 1:10,000 0.030 0.032 0.003 26.025 9.116
0.035

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracion de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.15. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas macho del grupo que bebio
solucién de agua potable como control

Abs. Conc. Conc.
Factor de Abs. Coef.
Rata EdU|COI’ante . -z Prom proteinas “C” proteinas “D” - -z
dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.167
M2 Control 1:10,000 0.173 0.170 0.015 145.763 1.764
0.170
0.101
M55 Control 1:20,000 0.101 0.105 0.009 178.424 6.067
0.112
0.140
M57 Control 1:10,000 0.145 0.139 0.012 118.930 4,717
0.132
0.082
M8 Control 1:10,000 0.080 0.080 0.007 67.861 2.500
0.078
0.068
M56 Control 1:10,000 0.071 0.069 0.006 58.340 2.510
0.068

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentraciéon de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracién de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %

Tabla A.16. Concentracion de proteinas para las 5 muestras de ratas hembra del grupo que bebio
solucién de agua potable como control

Abs. Conc. Conc.

Factor de Abs. Coef.

Rata | Edulcorante A Prom. | proteinas “C” | proteinas “D” S

dilucion | (595 nm) (595 nm) [Lg/uL] [Lg/uL] Variacion
0.175

H41 Control 1:10,000 0.177 0.173 0.015 148.648 2.726
0.168
0.149

H6 Control 1:10,000 0.147 0.145 0.012 124.412 3.251
0.140
0.114

H22 Control 1:10,000 0.123 0.124 0.011 105.947 8.496
0.135
0.105

H71 Control 1:20,000 0.106 0.103 0.009 176.116 3.663
0.099
0.086

H57 Control 1:10,000 0.085 0.089 0.008 75.651 6.834
0.096

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nandémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentraciéon de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracién de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.17. Concentracion de proteinas para las 10 muestras de ratas macho del grupo basal

Rata

Edulcorante

Factor de
dilucién

Abs.
(595 nm)

Abs.
Prom.
(595 nm)

Conc.

[13 ”
proteinas C

[Mg/uL]

Conc.

13 ”
proteinas D

[Mg/pL]

Coef.
Variaciéon

M1

Basal

1:10,000

0.141
0.148
0.144

0.144

0.012

123.547

2.433

M2

Basal

1:10,000

0.143
0.149
0.150

0.147

0.013

126.143

2.569

M3

Basal

1:10,000

0.085
0.095
0.086

0.089

0.008

75.363

6.211

M4

Basal

1:10,000

0.070
0.071
0.061

0.067

0.006

56.897

8.179

M5

Basal

1:10,000

0.107
0.112
0.113

0.111

0.009

94.405

2.904

M6

Basal

1:10,000

0.170
0.174
0.168

0.171

0.015

146.340

1.790

M7

Basal

1:10,000

0.185
0.190
0.196

0.190

0.016

163.363

2.893

M8

Basal

1:10,000

0.156
0.156
0.148

0.153

0.013

131.337

3.012

M9

Basal

1:10,000

0.157
0.150
0.151

0.153

0.013

130.760

2.480

M10

Basal

1:5,000

0.094
0.100
0.097

0.097

0.008

41.288

3.092

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patrén. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla A.18. Concentracion de proteinas para las 10 muestras de ratas hembra del grupo basal

Rata

Edulcorante

Factor de
dilucién

Abs.
(595 nm)

Abs.
Prom.
(595 nm)

Conc.

[13 ”
proteinas C

[Mg/uL]

Conc.

13 ”
proteinas D

[Mg/pL]

Coef.
Variaciéon

H1l

Basal

1:10,000

0.163
0.163
0.164

0.163

0.014

139.992

0.353

H2

Basal

1:10,000

0.147
0.149
0.160

0.152

0.013

130.183

4.605

H3

Basal

1:10,000

0.170
0.171
0.177

0.173

0.015

148.071

2.192

H4

Basal

1:5,000

0.149
0.141
0.149

0.146

0.013

125.278

3.156

H5

Basal

1:10,000

0.153
0.155
0.156

0.155

0.013

132.491

0.987

H6

Basal

1:10,000

0.181
0.174
0.174

0.176

0.015

151.245

2.292

H7

Basal

1:10,000

0.072
0.074
0.072

0.073

0.006

61.514

1.589

H8

Basal

1:10,000

0.068
0.065
0.066

0.066

0.006

56.032

2.302

H9

Basal

1:10,000

0.069
0.076
0.068

0.071

0.006

60.071

6.139

H10

Basal

1:10,000

0.142
0.145
0.141

0.143

0.012

122.104

1.459

Donde: Abs: Absorbancia a 595 nanémetros. Abs. Prom.: Absorbancia promedio. Conc. “C”: Concentracién de proteinas
obtenida a partir de la curva patron. Conc. “D”: Concentracion de proteinas multiplicada por el factor de dilucion. Coef.:

Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias expresado en %
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Tabla B.1. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucién de glucosa

Cproteinas AabSmues[ra AabSbIanco Promedio Coef. VariaCién

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0511 0.9608 0.0057

M67 Glucosa 4 167.402 0.0524 0.0013 0.9859 0.0059 6.150 9.5443
0.0605 1.1421 0.0068
0.0687 1.2868 0.0091

M48 Glucosa 4 141.724 0.0739 0.0020 1.3871 0.0098 9.130 6.9495
0.0646 1.2077 0.0085
0.0418 0.7717 0.0101

m27 Glucosa 4 76.517 0.0372 0.0018 0.6830 0.0089 10.195 13.0175
0.0477 0.8855 0.0116
0.0271 0.4939 0.0067

M71 Glucosa 4 73.343 0.0221 0.0015 0.4264 0.0058 6.164 8.0781
0.0226 0.4360 0.0059
0.0290 0.5286 0.0079

M64 Glucosa 4 66.707 0.0169 0.0016 0.2952 0.0044 8.257 5.6965
0.0313 0.5730 0.0086

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; C proteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.2. Valores de actividad enzimatica por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebi6 solucién de glucosa

Cproteinas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mu/mg (%)
0.0651 1.2116 0.0108
H5 Glucosa 4 112.583 0.0690 0.0023 1.2868 0.0114 11.104 3.0122
0.0672 1.2521 0.0111
0.0518 0.9318 0.0081
H58 Glucosa 4 115.468 0.0676 0.0035 1.2367 0.0107 10.902 2.4925
0.0699 1.2810 0.0111
0.0739 1.3910 0.0187
H36 Glucosa 4 74.497 0.0666 0.0018 1.2502 0.0168 17.740 5.3300
0.0704 1.3235 0.0178
0.0456 0.8508 0.0127
H24 Glucosa 4 66.996 0.0331 0.0015 0.6096 0.0091 9.186 1.3300
0.0337 0.6212 0.0093
0.0168 0.2932 0.0044
H78 Glucosa 4 66.996 0.0169 0.0016 0.2952 0.0044 4.089 12.8123
0.0137 0.2334 0.0035

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enziméatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra
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Tabla B.3. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucién de fructosa

Cproteinas AabSmuestra AabSblanco Promedio Coef. Variacién

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0539 0.9878 0.0054

M17 Fructosa 4 183.618 0.0443 0.0027 0.8026 0.0044 4.830 10.5692
0.0478 0.8701 0.0047
0.0543 1.0032 0.0095

M28 Fructosa 4 105.658 0.0515 0.0023 0.9492 0.0090 9.239 3.9128
0.0391 0.7100 0.0067
0.0682 1.2482 0.0109

M13 Fructosa 4 114.891 0.0718 0.0035 1.3177 0.0115 11.508 5.7712
0.0761 1.4006 0.0122
0.0201 0.3588 0.0048

M38 Fructosa 4 75.363 0.0200 0.0015 0.3569 0.0047 4.659 3.3422
0.0190 0.3376 0.0045
0.0319 0.5691 0.0127

M42 Fructosa 4 44.779 0.0251 0.0024 0.4379 0.0098 11.776 14.6904
0.0322 0.5749 0.0128

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.4. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebid solucién de fructosa

Cproteinas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0715 1.3408 0.0085

H73 Fructosa 4 157.015 0.0775 0.0020 1.4566 0.0093 8.740 5.3722
0.0704 1.3196 0.0084
0.0376 0.6733 0.0048

H28 Fructosa 4 139.415 0.0447 0.0027 0.8103 0.0058 5.212 10.0897
0.0388 0.6965 0.0050
0.0586 1.0630 0.0079

H18 Fructosa 4 133.933 0.0650 0.0035 1.1865 0.0089 8.345 5.6313
0.0607 1.1035 0.0082
0.0793 1.4952 0.0117

H70 Fructosa 4 127.297 0.0800 0.0018 1.5087 0.0119 11.665 2.0392
0.0770 1.4508 0.0114
0.0716 1.3466 0.0105

H31 Fructosa 4 128.163 0.0816 0.0018 1.5395 0.0120 10.878 9.2052
0.0690 1.2965 0.0101

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; C proteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimética por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra
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Tabla B.5. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina

ara ratas macho del grupo que bebié solucién de sacarosa

Cproteinas AabSmues[ra AabSbIanco Promedio Coef. Variacién

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0576 1.0862 0.0064

M41 Sacarosa 4 170.288 0.0583 0.0013 1.0997 0.0065 6.418 0.8737
0.0408 0.7621 0.0045
0.0452 0.8334 0.0058

M16 Sacarosa 4 143.743 0.0534 0.0020 0.9916 0.0069 6.348 12.2585
0.0301 0.5421 0.0038
0.0730 1.3814 0.0175

M66 Sacarosa 4 78.825 0.0714 0.0014 1.3505 0.0171 16.594 7.7542
0.0632 1.1923 0.0151
0.0772 1.4296 0.0112

M32 Sacarosa 4 128.163 0.0488 0.0031 0.8817 0.0069 10.417 10.0139
0.0674 1.2405 0.0097
0.0271 0.4611 0.0045

M61 Sacarosa 4 103.350 0.0230 0.0032 0.3820 0.0037 4.101 9.3776
0.0254 0.4283 0.0041

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.6. Valores de actividad enzimatica por mL y por m

de proteina para ratas hembra del grupo que bebié solucién de sacarosa

Cproteinas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0477 0.8952 0.0043

H32 Sacarosa 4 209.008 0.0452 0.0013 0.8469 0.0041 4.058 5.4603
0.0429 0.8026 0.0038
0.0810 1.5183 0.0128

H68 Sacarosa 4 118.353 0.0934 0.0023 1.7576 0.0149 13.242 10.9259
0.0762 1.4257 0.0120
0.0724 1.3524 0.0113

H52 Sacarosa 4 119.796 0.0732 0.0023 1.3678 0.0114 11.783 6.3363
0.0808 1.5145 0.0126
0.0473 0.8450 0.0070

H55 Sacarosa 4 120.373 0.0515 0.0035 0.9260 0.0077 7.560 6.4389
0.0532 0.9588 0.0080
0.0825 1.5569 0.0099

H34 Sacarosa 4 156.727 0.0770 0.0018 1.4508 0.0093 8.937 13.3139
0.0637 1.1942 0.0076

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra
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Tabla B.7. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucién de ace K
Chproteinas Aabsmyestra Aabspianco Promedio Coef. Variaciéon
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
Acesulfame 0.0400 0.7466 0.0031
M45 de K 4 243.631 0.0421 0.0013 0.7871 0.0032 3.183 3.2529
0.0424 0.7929 0.0033
Acesulfame 0.0441 0.8084 0.0068
M76 de K 4 118.642 0.0516 0.0022 0.9531 0.0080 7.296 8.8883
0.0455 0.8354 0.0070
Acesulfame 0.0717 1.3389 0.0122
M1 de K 4 109.986 0.0600 0.0023 1.1132 0.0101 11.185 9.1929
0.0665 1.2386 0.0113
Acesulfame 0.0570 1.0650 0.0077
M58 de K 4 137.684 0.0561 0.0018 1.0476 0.0076 8.253 12.2276
0.0690 1.2965 0.0094
Acesulfame 0.0146 0.2508 0.0044
M25 de K 4 56.609 0.0103 0.0016 0.1678 0.0030 2.863 5.0508
0.0097 0.1563 0.0028

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabsblanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacién de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.8. Valores de actividad enzimatica

or mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebié solucion de ace K

Cprotel’nas AabSsmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)

Acesulfame 0.0160 0.2069 0.0021

H17 de K 4 99.887 0.0218 0.0017 0.2908 0.0029 2.274 12.6108
0.0188 0.2474 0.0025
Acesulfame 0.0694 1.2965 0.0111

H80 de K 4 116.62 0.0705 0.0022 1.3177 0.0113 10.648 9.1443
0.0598 1.1113 0.0095
Acesulfame 0.0615 1.1633 0.0128

H48 de K 4 91.232 0.0531 0.0012 1.0013 0.0110 12.096 8.0628
0.0606 1.1460 0.0126
Acesulfame 0.0746 1.4045 0.0088

H9 de K 4 159.612 0.0683 0.0018 1.2830 0.0080 8.844 9.3722
0.0820 1.5473 0.0097
Acesulfame 0.0619 1.1325 0.0103

H19 de K 4 109.697 0.0694 0.0032 1.2772 0.0116 11.613 10.9815
0.0764 1.4122 0.0129

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentraciéon de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabsblanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacién de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra



Tabla B.9. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucion de mezcla de edulcorantes

Chroteinas Aabsmyestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0586 1.0920 0.0063
M63 Mezcla 4 172.307 0.0681 0.0020 1.2752 0.0074 6.457 13.7928
0.0523 0.9704 0.0056
0.0769 1.4450 0.0091
M11 Mezcla 4 159.324 0.0789 0.0020 1.4836 0.0093 9.191 1.8633
0.1084 2.0527 0.0129
0.0428 0.7910 0.0067
M14 Mezcla 4 118.642 0.0449 0.0018 0.8315 0.0070 7.171 8.3961
0.0500 0.9299 0.0078
0.0553 1.0322 0.0085
M7 Mezcla 4 121.527 0.0430 0.0018 0.7949 0.0065 6.104 10.1147
0.0375 0.6887 0.0057
0.0639 1.1711 0.0075
M49 Mezcla 4 155.284 0.0559 0.0032 1.0167 0.0065 7.044 9.9768
0.0842 1.5627 0.0101

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabsblanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enziméatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra;
Mezcla: aspartame: acesulfame de k

Tabla B.10. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebié solucién de mezcla de edulcorantes

Chproteinas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion
Rata Edulcorante F.d. [n:g/mL] (340 nm) (340 nm) u/mL U/mg mU/mg (%)
0.0685 1.2830 0.0102
H1 Mezcla 4 126.143 0.0602 0.0020 1.1228 0.0089 9.941 9.5198
0.0723 1.3563 0.0108
0.0589 1.0939 0.0107
H50 Mezcla 4 101.907 0.0687 0.0022 1.2830 0.0126 11.876 8.4143
0.0672 1.2540 0.0123
0.0694 1.3042 0.0086
H10 Mezcla 4 152.399 0.0432 0.0018 0.7987 0.0052 8.444 1.9082
0.0676 1.2695 0.0083
0.1042 1.9601 0.0259
H64 Mezcla 4 75.651 0.0676 0.0026 1.2540 0.0166 23.398 15.1826
0.0845 1.5801 0.0209
0.0147 0.2547 0.0033
H25 Mezcla 4 77.094 0.0143 0.0015 0.2469 0.0032 3.462 10.5337
0.0170 0.2990 0.0039

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimética por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra;
Mezcla: aspartame: acesulfame de k
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Tabla B.11. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucién de sacarina

Chproteinas Aabsmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variaciéon

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0607 1.1190 0.0081

M18 Sacarina 4 138.261 0.0820 0.0027 1.5299 0.0111 10.486 7.8097
0.0737 1.3698 0.0099
0.0753 1.4084 0.0115

M80 Sacarina 4 122.970 0.0773 0.0023 1.4469 0.0118 11.835 3.5481
0.0806 1.5106 0.0123
0.0222 0.4013 0.0062

M51 Sacarina 4 64.687 0.0337 0.0014 0.6232 0.0096 10.424 10.7229
0.0390 0.7254 0.0112
0.0190 0.3357 0.0047

M30 Sacarina 4 71.901 0.0173 0.0016 0.3029 0.0042 4.441 7.2633
0.0142 0.2431 0.0034
0.0203 0.3453 0.0072

M60 Sacarina 4 47.953 0.0182 0.0024 0.3048 0.0064 7.094 13.6342
0.0216 0.3704 0.0077

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabsblanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.12. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebié solucién de sacarina

Cprotel’nas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0479 0.8990 0.0065

H11 Sacarina 4 138.838 0.0319 0.0013 0.5904 0.0043 6.600 2.6796
0.0497 0.9338 0.067
0.0675 1.2598 0.0108

H72 Sacarina 4 116.622 0.0494 0.0022 0.9106 0.0078 11.200 5.0135
0.0723 1.3524 0.0116
0.0654 1.2174 0.0104

H33 Sacarina 4 116.622 0.0666 0.0023 1.2405 0.0106 10.560 1.0072
0.0664 1.2367 0.0106
0.0784 1.4778 0.0115

H29 Sacarina 4 128.451 0.0676 0.0018 1.2695 0.0099 10.934 8.3374
0.0778 1.4662 0.0114
0.1201 2.2669 0.0183

H45 Sacarina 4 124.124 0.0974 0.0026 1.8289 0.0147 16.470 10.7151
0.1082 2.0373 0.0164

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabsblanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacién de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra
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Tabla B.13. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié solucién de sucralosa

Cproteinas AabSmues[ra AabSbIanco Promedio Coef. VariaCién

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0401 0.7486 0.0054

M39 Sucralosa 4 137.396 0.0426 0.0013 0.7968 0.0058 5.624 4.4139
0.0537 1.0109 0.0074
0.0860 1.5916 0.0155

M35 Sucralosa 4 102.773 0.0751 0.0035 1.3814 0.0134 14.317 7.3641
0.0782 1.4412 0.0140
0.0543 1.0129 0.0119

M68 Sucralosa 4 84.884 0.0614 0.0018 1.1498 0.0135 13.182 8.4483
0.0637 1.1942 0.0141
0.0868 1.6244 0.0140

M44 Sucralosa 4 115.756 0.0719 0.0026 1.3370 0.0115 12.956 9.8313
0.0823 1.5376 0.0133
0.0156 0.2547 0.0113

M23 Sucralosa 4 22.563 0.0152 0.0024 0.2469 0.0109 10.432 11.4754
0.0130 0.2045 0.0091

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; C proteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabsmuestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.14. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del g

rupo que bebid solucidn de sucralosa

Cprotel’nas AabSmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0581 1.0958 0.0072

H56 Sucralosa 4 152.111 0.0571 0.0013 1.0765 0.0071 7.077 1.7921
0.0561 1.0572 0.0070
0.0713 1.3331 0.0111

H30 Sucralosa 4 120.373 0.0531 0.0022 0.9820 0.0082 8.535 6.2411
0.0578 1.0727 0.0089
0.0669 1.2559 0.0087

H79 Sucralosa 4 144.320 0.0652 0.0018 1.2232 0.0085 8.589 1.8709
0.0938 1.7749 0.0123
0.1136 2.1415 0.0823

H44 Sucralosa 4 26.025 0.0945 0.00260 1.7730 0.0681 72.500 11.7106
0.0931 1.7460 0.0671
0.0157 0.2566 0.0054

H16 Sucralosa 4 47.087 0.0170 0.0024 0.2817 0.0060 5.716 6.5895
0.0214 0.3666 0.0078

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; C proteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra



Tabla B.15. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo que bebié agua potable como control

Cproteinas AabSmues[ra AabSbIanco Promedio Coef. Variacién
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0956 1.8058 0.0101
M55 Control 4 178.424 0.0689 0.0020 1.2907 0.0072 6.596 13.6785
0.0571 1.0630 0.0060
0.0755 1.4180 0.0097
M2 Control 4 145.763 0.0684 0.0020 1.2810 0.0088 9.688 9.0916
0.0817 1.5376 0.0105
0.0248 0.4457 0.0037
M57 Control 4 118.930 0.0443 0.0017 0.8219 0.0069 3.974 8.0812
0.0276 0.4997 0.0042
0.0185 0.3260 0.0056
M56 Control 4 58.340 0.0181 0.0016 0.3183 0.0055 5.225 9.9470
0.0156 0.2701 0.0046
0.0249 0.4495 0.0066
M8 Control 4 67.861 0.0162 0.0016 0.2817 0.0042 4.392 7.7805
0.0179 0.3145 0.0046

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; C proteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

Tabla B.16. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo que bebié agua potable como control

Cproteinas Aabsmuestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg muU/mg (%)
0.0470 0.8817 0.0059
H41 Control 4 148.650 0.0366 0.0013 0.6810 0.0046 5.473 14.1049
0.0468 0.8778 0.0059
0.0868 1.6302 0.0131
H6 Control 4 124.412 0.0849 0.0023 1.5936 0.0128 12.395 7.9265
0.0750 1.4026 0.0113
0.0861 1.5936 0.0150
H22 Control 4 105.947 0.0789 0.0035 1.4547 0.0137 13.912 7.5464
0.0747 1.3736 0.0130
0.0718 1.3505 0.0077
H71 Control 4 176.116 0.0781 0.0018 1.4720 0.0084 8.252 6.5333
0.0815 1.5376 0.0087
0.0155 0.2701 0.0036
H57 Control 4 75.651 0.0108 0.0015 0.1794 0.0024 3.787 8.0948
0.0172 0.3029 0.0040

Donde: F.d.: Factor de dilucién de la muestra; Cproteinas: Concentracién de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimética por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimatica por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacion obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra

54



Tabla B.17. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas macho del grupo basal

Cohroteinas Aabsmyestra Aabspianco Promedio Coef. Variaciéon
Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)

0.0588 0.8508 0.0069

M1 Basal 3 123.547 0.0600 0.0000 0.8682 0.0070 6.680 7.2639
0.0523 0.7568 0.0061
0.0265 0.3834 0.0030

M2 Basal 3 126.143 0.0272 0.0000 0.3936 0.0031 3.080 1.8435
0.0368 0.5325 0.0042
0.0479 0.6931 0.0073

M5 Basal 3 94.405 0.0472 0.0000 0.6830 0.0072 7.204 2.1593
0.0459 0.6641 0.0070
0.1085 1.5381 0.0094

M7 Basal 3 163.363 0.1304 0.0022 1.8550 0.0114 10.091 10.8532
0.1095 1.5526 0.0095
0.1078 1.5280 0.0104

M6 Basal 3 146.340 0.1105 0.0022 1.5670 0.0107 10.679 2.0972
0.1123 1.5931 0.0109
0.0296 0.4037 0.0098

M10 Basal 3 41.288 0.0205 0.0017 0.2720 0.0066 9.182 9.1762
0.0262 0.3545 0.0086
0.1885 2.6783 0.0204

M8 Basal 3 131.337 0.1860 0.0034 2.6421 0.0201 20.029 2.0706
0.1811 2.5712 0.0196
0.1363 1.9230 0.0147

M9 Basal 3 130.760 0.1557 0.0034 2.2037 0.0169 15.466 7.7778
0.1375 1.9404 0.0148
0.0322 0.4124 0.0055

M3 Basal 3 75.363 0.0283 0.0037 0.3559 0.0047 5.498 14.3247
0.0365 0.4746 0.0063
0.0321 0.4109 0.0072

M4 Basal 3 56.897 0.0256 0.0037 0.3169 0.0056 5.290 7.4790
0.0234 0.2850 0.0050

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimética por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra
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Tabla B.18. Valores de actividad enzimética por mL y por mg de proteina para ratas hembra del grupo basal

Chproteinas Aabsmyestra Aabspianco Promedio Coef. Variacion

Rata Edulcorante F.d. [mg/mL] (340 nm) (340 nm) U/mL U/mg mU/mg (%)
0.0983 1.4223 0.0116

H10 Basal 3 122.104 0.1008 0.0000 1.4585 0.0119 11.797 1.7758
0.1286 1.8608 0.0152
0.0589 0.8204 0.0062

H5 Basal 3 132.491 0.0609 0.0022 0.8494 0.0064 6.251 2.2466
0.0585 0.8146 0.0061
0.1702 2.4309 0.0164

H3 Basal 3 148.071 0.1201 0.0022 1.7059 0.0115 12.630 12.4188
0.1428 2.0344 0.0137
0.1139 1.6162 0.0115

H1 Basal 3 139.992 0.0873 0.0022 1.2314 0.0088 10.336 13.5857
0.1054 1.4932 0.0107
0.0212 0.2822 0.0066

H4 Basal 3 42.875 0.0203 0.0017 0.2691 0.0063 6.390 2.6054
0.0204 0.2706 0.0063
0.1138 1.5974 0.0123

H2 Basal 3 130.183 0.1094 0.0034 1.5338 0.0118 11.896 2.7909
0.1081 1.5150 0.0116
0.0344 0.4630 0.0083

H8 Basal 3 56.032 0.0307 0.0024 0.4095 0.0073 8.307 12.2880
0.0386 0.5238 0.0093
0.0264 0.3473 0.0056

H7 Basal 3 61.514 0.0207 0.0024 0.2648 0.0043 5.010 13.4358
0.0240 0.3125 0.0051
0.0908 1.6804 0.0111

H6 Basal 3 151.245 0.0736 0.0037 1.3486 0.0089 9.975 11.0175
0.0813 1.4971 0.0099
0.0189 0.2199 0.0037

H9 Basal 3 60.071 0.0218 0.0037 0.2619 0.0044 3.854 7.4790
0.0184 0.2127 0.0035

Donde: F.d.: Factor de dilucion de la muestra; Cproteinas: Concentracion de proteinas en muestra; Aabs muestra: Absorbancia de la muestra obtenida a partir de la
ecuacion de la curva al tiempo cero; Aabs blanco: Absorbancia de muestra blanco obtenida a partir de la ecuacion de la curva; U/mL: Actividad enzimatica por mL de
muestra; U/mg: actividad enzimética por mg de muestra; Coef. Variacion: Coeficiente de variacién obtenido a partir del triplicado de las absorbancias de la muestra



APENDICE C. PRUEBAS ESTADISTICAS DE NORMALIDAD Y
HOMOCEDASTICIDAD

Tabla C.1. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebié agua potable como control
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.879392 0.0821299
Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que control proviene de una distribucién normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.2. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebid solucién de glucosa

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.929159 0.288278

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que glucosa proviene de una distribucion normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.3. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebi6 solucion de sacarosa
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.865183 0.053694

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que sacarosa proviene de una distribuciéon normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.4. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebid solucién de fructosa
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.84227 0.01686
Debido a que el valor-P para esta es menor que 0.05, SE PUEDE RECHAZAR la idea de
que fructosa proviene de una distribucién normal con 95% de confianza

Tabla C.5. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebio solucién de ace K

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.902231 0.120745

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que ace K proviene de una distribucion normal con 95%, 6 més, de confianza

Tabla C.6. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebi6 soluciéon de mezcla

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.924187 0.304142

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que mezcla proviene de una distribucion normal con 95%, 6 més, de confianza

Tabla C.7. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebi6 solucién de sacarina

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.908068 0.19202

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que sacarina proviene de una distribucién normal con 95%, 6 més, de confianza
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Tabla C.8. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo que bebio solucién de sucralosa

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0.946749

0.547488

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que sucralosa proviene de una distribucion normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.9. Prueba de Normalidad de ratas macho para el grupo basal
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.945255 0.219406
Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Basal proviene de una distribucién normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.10. Prueba de Normalidad de ratas hembra para el grupo que bebié agua potable como control

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.91777 0.200673
Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Control proviene de una distribucion normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.11. Prueba de Normalidad de ratas hembra para el grupo que bebid solucién de glucosa
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.906905 0.185624
Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Glucosa proviene de una distribucién normal con 95%, 6 més, de confianza

Tabla C.12. Prueba de Normalidad de ratas hembra para el grupo gue bebid solucién de sacarosa

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.95262 0.543238

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Sacarosa proviene de una distribucion normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.13. Prueba de Normalidad para el grupo de ratas hembra que bebi6 solucién de fructosa

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.925556 0.231929

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Fructosa proviene de una distribucién normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.14. Prueba de Normalidad para el grupo de ratas hembra que bebié solucién de ace K
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.957081 0.688057

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Ace K proviene de una distribucién normal con 95%, 6 més, de confianza

Tabla C.15. Prueba de Normalidad para el grupo de ratas hembra que bebié solucion de mezcla

Prueba Estadistico Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.876718 0.09241

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Mix proviene de una distribucién normal con 95%, 6 mas, de confianza
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Tabla C.16. Prueba de Normalidad para el grupo de ratas hembra que bebid solucién de sacarina
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.927221 0.495961

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Sacarina proviene de una distribucién normal con 95%, é mas, de confianza

Tabla C.17. Prueba de Normalidad para el grupo de ratas hembra que bebid solucién de sucralosa
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.929123 0.466747

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Sucralosa proviene de una distribucién normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.18. Prueba de Normalidad de ratas hembra para el grupo basal
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.930161 0.0695784

Debido a que el valor-P para esta es mayor o igual que 0.05, NO SE PUEDE RECHAZAR la
idea de que Basal proviene de una distribuciéon normal con 95%, 6 mas, de confianza

Tabla C.19. Prueba de Homocedasticidad para ratas macho
Prueba Valor-P
Levene's 2.68426 0.00956834
Puesto que el valor-P es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza. Esto viola uno de los
supuestos importantes subyacentes en el analisis de varianza e invalidara la mayoria de las
pruebas estadisticas comunes

Tabla C.20. Prueba de Homocedasticidad para ratas hembra
Prueba Valor-P
Levene's 3.92777 0.000390356
Puesto que el valor-P es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza. Esto viola uno de los
supuestos importantes subyacentes en el andlisis de varianza e invalidara la mayoria de las
pruebas estadisticas comunes




APENDICE D. DISPOSICION DE RESIDUOS DE LA
INVESTIGACION

Eutanasia humanitaria de las 80 ratas que consumieron edulcorantes durante 170 dias (40 ratas macho
y 40 ratas hembra) empleando CO: al 70% de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999 (DOF, 1999). Los
grupos experimentales fueron: Sacarosa 10%, glucosa 14%, fructosa 7%, sucralosa 0.017%,
acesulfame de K 0.05%, sacarina 0.033%, mezcla comercial de aspartame: acesulfame de k 1.55% y
un grupo control con agua potable
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|
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Figura D.1 Diagrama esquematico de la disposicion controlada de residuos producidos en esta

investigacion
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R1: Partes de tejido y restos anatdmicos. Se almacenan en bolsas amarillas para
residuos bioldgico-infecciosos y se almacenan temporalmente a -20°C en la Unidad de
Experimentacion Animal (UNEXA). Son recolectados por una compafiia de disposicion
de residuos biologicos infecciosos, a través de la Facultad de Quimica de la UNAM, para
su incineracion.

R2: Torundas con sangre de los roedores. Se almacena en bolsas rojas de residuos
bioldgico-infecciosos y son colocados en los contenedores adecuados en la Unidad de
Experimentacion Animal (UNEXA). Se almacena temporalmente hasta que una
compafia recolectora, a través de la Facultad de Quimica de la UNAM, los lleva a
incineracion.

R3: Navajas para diseccion de higado. Se depositan en un recipiente especial para
objetos punzocortantes con residuos bioldgicos en la Unidad de Experimentacion Animal
(UNEXA). Se almacena temporalmente hasta que una compafia recolectora, a través de
la Facultad de Quimica de la UNAM, los lleva a su disposicién final.

R4: Solucién amortiguadora de lisis RIPA®: NaCl 137 mM, KCI 2 mM, K2HPO4 8.1 mM,
KH2PO4 1.5 mM, octilfenoxi poli (etilenoxi)etanol 0.1%, deoxicolato de sodio 0.5%,
dodecilsulfato de sodio 0.1%, NaF 1 mM, NasVO4 2 mM, azida de sodio 0.006%. Se
etiqueta con todos los datos requeridos y se entrega al personal del Laboratorio 301 del
Conjunto E para ser entregado en las recolectas periodicas de los residuos para su
gestion por parte de la Unidad de Gestion Ambiental (UGA) de la Facultad de Quimica
de la UNAM.

R5: Reactivo de Bradford [azul de Coomassie 100 mg/L, acido fosférico 8.5% (v/v), etanol
5% (v/v)]. Se etiqueta con todos los datos requeridos y se entrega al personal del
Laboratorio 301 del Conjunto E para ser entregado en las recolectas periddicas de los
residuos para su gestion por parte de la Unidad de Gestibn Ambiental (UGA) de la
Facultad de Quimica de la UNAM

R6: Mezcla de reaccion para la determinacion de la glucoquinasa: 75 mM de Tris, 360
mM de B-D(+)-Glucosa, 120 mM de ATP, 600 mM de MgClz, 27 mM de NADP*, 100 U
de G-6-P-DH, 5 mM de citrato de sodio, 50 mM de Tris. Los reactivos son desechados

en tarja ya que no representan ningun peligro quimico.
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