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GLOSARIO
ACE K: Acesulfame de potasio
“Ad libitum”: Expresion del latin que significa “a placer, a voluntad”

Adipocito: Células del tejido adiposo. Células secretorias enddgenas y que, ademas,
ejercen una potente actividad fagocitica y bactericida

Aditivo: 1) Cualquier sustancia que no se consume normalmente como alimento, ni
tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo y cuya
adicién intencionada al alimento es con fines tecnolégicos (incluidos los
organolépticos) en sus fases de fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento,
envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse
razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por si 0 sus subproductos en
un componente del alimento o un elemento que afecte a sus caracteristicas (Codex
Alimentarius, 1995)

2) Sustancia de caracter natural o sintético que se incorpora a los alimentos en
pequefia cantidad para mantener, mejorar 0 conservar las caracteristicas propias del
alimento (FAO, 2018)

Agua: Liquido transparente, incoloro, inodoro e insipido en estado puro, cuyas
moléculas estan formadas por dos atomos de hidrégeno y uno de oxigeno y que
constituyen el componente mas abundante de la superficie terrestre y el mayoritario
de todos los organismos vivos (RAE, 2018a)

AH/B: Teoria relacionada al actual modelo del dulzor. Sensaciones del gusto: Sal. El
cloruro de sodio es la sustancia mas asociada con un sabor "salado", pero otros
compuestos pueden contribuir con menos fuerza (por ejemplo, cloruro de potasio). A
altas concentraciones algunos iones metalicos contribuyen con notas jabonosas o
amargas. El cation se cree que es quien brinda el sabor de la sal y el anién lo modifica.
Amargo. Los gustos amargos se deben a la presencia de acidos (por ejemplo, el acido
malico se usa para revestir dulces de goma para hacer "parches amargos"). Dulce.
Muchas moléculas tienen un gusto dulce y ha habido investigacion considerable en
gué caracteristicas moleculares son esenciales para la dulzura. El concepto es que
para ser percibido como dulce, la molécula debe interactuar con un receptor nervioso
en la lengua. La molécula dulce modelo es la glucosa, que llevo a la gente a pensar
en la dulzura, debido a la presencia de grupos-OH (el glicerol es también bastante
dulce). Sin embargo, el cloroformo y la sacarina son también dulces y carecen del
grupo hidroxilo asi que la teoria tuvo que ser extendida al concepto de AH/B. Segun la
teoria de AH/B una molécula dulce debe tener: un protén covalente ligado que enlaza



(AH), y un grupo electronegativo (B) en la misma molécula aproximadamente de 3
Angstrom. La teoria de AH/B se ha extendido desde entonces para dar cuenta de las
moléculas intensamente dulces (e.g., aspartamo). EI modelo para el dulzor de una
molécula intensamente dulce es la estructura regular de AH/B con un grupo hidrofébico
Se cree que todos los mecanismos del gusto deben trabajar de una manera similar a
la dulzura pero la teoria que liga la estructura y la funcionalidad es aun mas deébil.
Amargo. Las moléculas amargas tienen los umbrales mas bajos del gusto de las
sensaciones bésicas del gusto. Son a menudo relativamente insolubles en agua. Asi
como las cuatro sensaciones principales del gusto hay algunas otras contribuciones
distintas, pero mas de menor importancia: acritud (calor en pimientos calientes),
refrescante (mentol) y astringencia (efectos de sequia percibidos en la boca). Ciertos
potenciadores del sabor (por ejemplo, el monoglutamato de sodio) tienen un sabor
distinto (Flavors, 2004)

AIN 93M: American Institution of Nutrition Number 93M

Alimento: 1) Toda sustancia, elaborada, semielaborada o bruta, que se destina al
consumo humano, incluyendo las bebidas, el chicle y cualesquiera otras sustancias
gue se utilicen en la fabricacién, preparacion o tratamiento de los alimentos, pero no
incluye los cosméticos ni el tabaco ni las sustancias utilizadas solamente como
medicamentos (Codex Alimentarius,1995)

2) Producto natural o elaborado susceptible de ser ingerido y digerido, cuyas
caracteristicas lo hacen apto y agradable al consumo, constituido por una mezcla de
nutrientes que cumplen determinadas funciones en el organismo (FAO, 2018)

AMPc : Adenosin monofosfato ciclico por sus siglas en inglés
ANDEVA: Analisis de varianza (ANOVA, en inglés)

Aserto: Del latin assertus. 1. m. Afirmacion de la certeza de algo (RAE, 2018b)

Asp: Abreviacién de aspartame

Caloria: Unidad de energia térmica equivalente a la cantidad de calor necesaria para
elevar la temperatura de un gramo de agua de 14.5 a 15.5°C a la presién normal

Cambio morfolégico: Alteracion estructural de tejidos y células que caracteriza a una
enfermedad o permite diagnosticar un proceso etiolégico

Carbohidrato: También denominados hidratos de carbono. Compuestos organicos
formados por carbono, oxigeno e hidrogeno, presentan la férmula general Cx(H 20)ny



tienen estructura de polihidroxialdehido o polihidroxiacetona; ademas, todos los
carbohidratos presentan grupos funcionales C=0 6 —OH (Badui, 2006)

Célula explantada: Referido a la manipulacion experimental fuera de su sitio normal
de crecimiento, es decir, se traspasa a un medio de cultivo y se le suministran los
nutrimentos necesarios para su 6ptimo desarrollo

CO2: Nomenclatura de dioxido de carbono
Col.: Colaboradores

Concentracion: Medida de cantidad de soluto en una cantidad dada de solvente o
disolucién

Dafio celular: Resultado de un “stress” celular que le impide a la célula una adaptacion
adecuada a las nuevas demandas del medio. La lesién puede ir desde un estado
completamente reversible hasta la muerte celular

Degeneracion: Alteracién grave de la estructura celular de una parte del cuerpo.
Incluye todos los cambios celulares e intersticiales

Dejo: Gusto o sabor que queda de la comida o bebida (RAE, 2018c).

Desviacion estandar: También denominada desviacion tipica es una medida de
centralizacién o dispersion para variables de razon y de intervalo; en estadistica
descriptiva se define como la raiz cuadrada de la varianza

Diabetes: Enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de caracter heterogéneo, con
grados variables de predisposicién hereditaria y con participacion de diversos factores
ambientales, y que se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en
la produccion o accion de la insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los
hidratos de carbono, proteinas y grasas (DOF, 2010)

Diabetes mellitus: Enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce
(OMS, 2018a)

Diabetes mellitus tipo 1: Ver definicion de Diabetes mellitus. Hace referencia a
pacientes cuyo problema metabdlico es la deficiencia absoluta de insulina



Diabetes mellitus tipo 2: Ver definicion de Diabetes mellitus. Hace referencia a
pacientes cuya insulina esta presente, pero su cantidad no responde al aumento de su
demanda (resistencia a la insulina)

Dieta: Mezcla de alimentos sélidos y liquidos que un individuo o grupo consume. Su
composicion depende de la disponibilidad de los alimentos, su costo, los habitos
alimentarios y el valor cultural de los alimentos (FAO, 2018)

Edulcorante: Se entiende por edulcorantes a aquellos aditivos utilizados para dar
sabor dulce a los productos alimenticios y/o que son utilizados por sus propiedades
edulcorantes (Navarro, 2012)

Enfermedad: Alteracion o pérdida del estado de salud de una persona, de duracion
breve o prolongada que, en muchos casos, puede ser prevenida o evitada con buenos
hébitos de alimentacion, higiene y actividad fisica

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion. Instrumento de estudio
estadistico realizado por el Instituto Nacional de Salud Publica y la Secretaria de Salud
en México. Ademas, ofrece informacidén que constituye un diagndstico actualizado de
las condiciones de salud de los mexicanos e informacion sobre la respuesta del
sistema de salud a estas condiciones y los resultados alcanzados (ENSANUT, s.f.)

Espécimen: Del lat. Specimen. Muestra, modelo, ejemplar, normalmente con las
caracteristicas de su especie muy bien definidas (RAE, 2018d)

Estructura tisular: Disposicion o modo de estar relacionados los distintos tejidos de
los organismos

FAO: United Nations Food and Agriculture Organization en inglés. Organizacion de las
Naciones Unidad para la Agricultura y la Alimentacién

FDA: Food and Drug Administration en inglés. La FDA de los EE.UU. se encarga de
proteger la salud publica mediante la regulacién de los medicamentos de uso humano
y veterinario, vacunas y otros productos biolégicos, dispositivos médicos, el
abastecimiento de alimentos en ese pais, asi como los cosméticos, los suplementos
dietéticos y los productos que emiten radiaciones. Estas obligaciones se extienden a
los 50 estados de ese pais, al Distrito de Columbia, Puerto Rico, Guam, las Islas
Virgenes, Samoa Americana y otros territorios y posesiones apropiadas por los
Estados Unidos en el planeta (FDA, 2017)



Fenilcetonuria: La fenilcetonuria (PKU en inglés) es un error congénito del
metabolismo de la fenilalanina, causado por la ausencia de la enzima fenilalanina
hidroxilasa. Esto provoca que la fenilalanina se acumule en la sangre

Fibrosis hepatica: Cuando el higado sufre un dafio por alguna patologia se repara y
se forman cicatrices de matriz extracelular que aislan la zona dafiada, esto es la
fibrosis. Posteriormente, a través de diferentes mecanismos, este érgano elimina la
fibra que se formd para aislar el tejido dafiado y repararlo (Direccion General de
Divulgacion de la Ciencia, 2017)

Flavor: Palabra que no existe en espafiol pero que es usada en la jerga de la industria
alimentaria para diferenciar el sabor (del latin sapor, -6ris, sensacidon que ciertos
cuerpos producen en el érgano del gusto) definiéndolo como la sensacion producida
por los compuestos quimicos presentes en un alimento cuando impresionan
simultdneamente los sentidos del gusto, olfato y tacto durante la masticacion. Estos
compuestos casi siempre estan en contacto con la matriz del alimento, donde su
liberacion esta influenciada quimica y fisicamente por los componentes de dicha
matriz. La liberacion de los compuestos responsables del “flavor” de un alimento es un
requisito esencial para su percepcion (https://prezi.com/5iabpmelz_Oi/flavor-de-los-
alimentos/)

FMVZ: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. México

Fundus: Es la parte del estbmago que produce la grelina (fundus —La fuente mas rica
de produccién de grelina) (Frihbeck y col., 2004; Gnanapavan y col., 2002)

GIP: Glucose dependent insulinitropic peptide, por sus siglas en inglés. Péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa

Gl: Grado de libertad

Glucido. Se definen como polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas y sus derivados.
Un glucido es un aldehido (-CHO) si el oxigeno carbonilico esta asociado con un
carbono terminal y una cetona si el oxigeno carbonilico esta unido a un carbono
interno. Se presentan como monosacaridos (glucidos individuales o simples),
oligosacaridos y polisacaridos (Bradley y Peter, 1982). Es un error denominarlos
azucares como lo es confundir la masa con el peso a pesar de que el propio Codex
Alimentarius y la FAO inapropiadamente utilizan el término azlcares (nota de la
asesora)



Grelina: Hormona peptidica que actia como factor orexigénico estimulante del
hipotadlamo, siendo un inductora del hambre, contraria a la leptina. Sus niveles
circulantes aumentan con el ayuno (Méndez y Uribe, 2013)

Hematoxilina - Eosina: La coloracion de hematoxilina - eosina se considera como la
técnica de tincién de uso més frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del
microscopio fotonico. El proporcionar color a las estructuras que constituyen un tejido
0 un organo se hace con la finalidad de distinguirlas entre si y facilitar su observacion
(Montalvo, 2010)

HDL: High density lipoprotein, por sus siglas en inglés. Lipoproteina de alta densidad

Hormonas del apetito ("hunger hormones"): Leptina y grelina: La leptina hecha
por las células grasas hace que se reduzca el apetito y la grelina es la hormona que
incrementa el apetito y tiene un importante rol en la masa corporal

IMC: indice de masa corporal

JECFA: Joint Expert Committee on Food Additives en inglés. EI Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios es un comité cientifico internacional
de expertos administrado conjuntamente por la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Ha venido reuniéndose desde 1956, inicialmente para evaluar la inocuidad de
los aditivos alimentarios (FAO, 2018)

LDL: Low density lipoprotein, por sus siglas en inglés. Lipoproteina de baja densidad

Lipofuscina: Es un pigmento exdgeno fagocitado por los macréfagos, no eliminable.
Es frecuente observarlo en los ganglios intertraqueobronquiales. Se encuentra en las
células con gran desgaste, producto de la actividad de los lisosomas; aumenta con la
edad de la célula. Se aprecia en las células musculares y en las neuronas y constituye
una inclusién natural (Fortoul y col., 2018)

LMA: Longitud mayor adipocitaria
LS: Least squares, por sus siglas en inglés. Minimos cuadrados
Masa: Se define como la masa de un cilindro de aleacion de platino-iridio que se

conserva en el Laboratorio Internacional de Pesas y Medidas en Sevres, Francia. La
unidad del SI de masa es el kilogramo (kg) (Serway y Jewett Jr., 2005)



Masa corporal: Hace referencia a la masa de las ratas utilizadas durante la
experimentacion

Masa versus peso: La masa es la cantidad de materia de los cuerpos. La unidad de
medida de la masa es el kilogramo (kg) y se mide usando una balanza. La masa (la
cantidad de materia) de cada cuerpo es atraida por la fuerza de gravedad de la Tierra.
Esa fuerza de atraccion hace que el cuerpo (la masa) tenga un peso, que se cuantifica
con una unidad diferente: el Newton (N). Un ejemplo simple: Un nifilo cuya masa se
puede calcular en unos 36 kilogramos (medidos en la Tierra, en una balanza), pesa
(en la Tierra, pero cuantificados con un dinamometro) 352.8 Newtons (N). Si este nifio
estuviera en la Luna, su masa seguira siendo la misma (la cantidad de materia que lo
compone no varia, sigue siendo el mismo nifio, el cual puesto en una balanza en la
Luna seguira teniendo una masa de 36 kilogramos), pero como la fuerza de gravedad
de la Luna es 6 veces menor que la de la Tierra, el nifio PESARA 58.68 Newtons (N).
Diferencias entre masa y ‘peso’

Caracteristicas de masa Caracteristicas de peso

1. Eslacantidad de materia que 1. Eslafuerza que ocasiona la caida de
tiene un cuerpo. los cuerpos.

2. Es una magnitud escalar. 2. Esuna magnitud vectorial.

3. Se mide con la balanza. 3. Se mide con el dinamémetro.

4. Su valor es constante, es decir, 4. Varia segun su posicion, es decir,
independiente de la altitud y depende de la altitud y latitud.
latitud. 5. Sus unidades de medida en el

5. Sus unidades de medida son el Sistema Internacional son la dinay el
gramo (g) y el kilogramo (kg). Newton.

6. Sufre aceleraciones. 6. Produce aceleraciones.

Metabolismo: Es un proceso continuo de los organismos vivos. Se trata
fundamentalmente de la quimica de la vida. La tasa metabolica de un organismo es la
tasa de consumo de energia derivando en los nutrientes que lo sustentan. Los
organismos consumen energia mediante la conversién de energia quimica a calor y
trabajo externo; tal como caminar o el movimiento de cualquier manera, se genera
friccion, por lo tanto, una medida viable de la tasa metabdlica en la que un organismo
produce calor (Shuman, 2013)

MTP: Proteina microsomal transferidora de triglicéridos por sus siglas en inglés
Necrosis: "Necrosis" se refiere a la degeneracion de las células o los tejidosdespués

de la muerte celular; ocurre por alguna razén, generalmente en regiones localizadas
del cuerpo. Es decir, la necrosis es la degeneracion tisular, que ocurre secundaria a la



muerte celular por cualquier causa. La necrosis es comunmente el resultado de la
isquemia, lesion traumatica, infeccion bacteriana o toxinas (incluyendo esteroides o
exceso de alcohol) (Montvilo, 2013)

NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease por sus siglas en inglés. Enfermedad del
higado graso no alcohdlico

Nutricion: Es referido a la cantidad de calorias necesarias para mantener una masa
corporal saludable durante cada fase del ciclo de vida dependiendo de la cantidad de
energia utilizada. Es decir, mayores requisitos caldricos son encontrados cuando la
masa corporal es relativamente grande y la produccion de energia es relativamente
alta, tal y como se observa mas tarde en la adolescencia y en la edad adulta joven
(Chapman-Novakofski, 2013)

Obesidad: La obesidad se produce cuando la ingesta de calorias excede las
necesidades del individuo y, por lo tanto, se almacena en el cuerpo esa energia en
forma de tejido adiposo para usarse cuando la ingesta sea menor que las necesidades.
Aunque la masa corporal normal varia con la edad, sexo y estatura, para cada grupo
humano, hay indicadores de obesidad. Estos indicadores habituales de la obesidad se
basan en la suposicidn de que las variaciones en la masa corporal a distintas estaturas
son atribuibles a la grasa del cuerpo y a menudo se calcula con el indice de masa
corporal (IMC) (Chapman-Novakofski, 2013) aunque esta es una primera aproximacion
y debe, posteriormente, buscarse un mejor indicador para cada grupo humano
(Campos-Acevedo, 2017)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Patologia: Es el estudio de los cambios anatomicos de la enfermedad, lo que ha
permitido, por un lado, identificar mecanismos de diversos padecimientos y por otro,
ha ayudado a prevenir un sinfin de enfermedades. Es decir, es el campo de la medicina
que trata de conocer y explicar, con base racional, las condiciones bajo las que se da
la enfermedad, sustentandose en el estudio de todos sus aspectos (Valencia y Ancer,
2014)

Peso: Ver arriba “masa versus peso”

PKA: Protein kinase AMP. dependent en inglés. Proteina quinasa dependiente de
AMP¢

PKU: Phenylketonuria por sus siglas en inglés. Abreviacion de fenilcetonuria



Pletismografia: Método basado en la medicion de cambios de presion y volumen que
se utiliza para medir parametros orientados al diagnéstico de enfermedades
pulmonares o cardiovasculares. Viene del griego plethusmos, que significa
agrandamiento. Determina el volumen de gas compresible dentro del térax, para lo que
se basa en la ley de Boyle, que dice que en un sistema cerrado a temperatura
constante el producto de la presion (P) por el volumen (V) del gas es siempre constante
(k): El método nacio a fines del siglo XIX cuando investigadores alemanes [Bert (1878),
Gad (1881) y Pfluger (1882)] midieron su propio volumen de gas intratoracico
aplicando la Ley de Boyle. En primera instancia sus objetivos eran los de relacionar
las variaciones en la presion alveolar con las variaciones simultaneas de volumen
pulmonar. Utilizaron camaras de madera que los cubrian de cuerpo entero y los
comunicaban por medio de un espirbmetro. Esto supuso el nacimiento del
pletismografo a presion, en el cual en una caja de aire comprimido los cambios en el
volumen de gas intratoracico pueden ser obtenidos mediante los cambios simultdneos
de la presion del gas de dicha caja (Criée y col., 2006; 2009).

Poder edulcorante: Se refiere a la capacidad de un edulcorante en generar la
sensacion de dulzor en comparaciéon con la sacarosa

Preservante: Sustancia que afiadida a ciertos alimentos sirve para conservarlos (RAE,
2018e).

Quilomicrones: Lipoproteinas sintetizadas en el epitelio del intestino caracterizadas
por poseer baja densidad (inferior a 0.94) y gran didmetro, entre 75y 1200 nm

REB: Abreviatura de rebaudiésido, extraido de la planta Stevia rebaudiana conocida
como estevia

Salud publica: La salud publica es una practica que se centra en la promocion de la
salud fisica, mental, social y de salud y bienestar, ademas, tiene influencia sobre la
prevencion de la enfermedad y la discapacidad, entre grupos de personas (Thivierge,
2014)

Secretar: Derivado del latin secrétum, supino de secernére 'segregar'. 1. tr. Biol.
segregar (Il expulsar una sustancia) (RAE, 2018f).

Sedentarismo: Término que se refiere a la falta de actividad fisica necesaria para
obtener beneficios en la salud. Esto se debe en parte a la insuficiente participacion en
la actividad fisica durante el tiempo de ocio y a un aumento de los comportamientos
sedentarios durante las actividades laborales y domésticas. El aumento del uso de los
medios de transporte "pasivos" también ha reducido la actividad fisica (OMS, 2018b)
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Sindrome metabdlico: Conjunto de alteraciones metabdlicas constituido por la
obesidad de distribucion central, la disminucion de las concentraciones del colesterol
unido a las lipoproteinas de alta densidad (cHDL), la elevacidn de las concentraciones
de triglicéridos, el aumento de la presion arterial (PA) y la hiperglucemia (Zimmet y
col., 2005).

Sobrepeso: Término muy usado en la literatura cientifica y en la sociedad pero que
conceptualmente es erréneo ya que el peso no es sindénimo de la masa (ver arriba).
En todo caso debiera decirse “sobremasa” o exceso de masa corporal aunque sean
cuatro palabras (nota de la asesora)

Técnica histologica: Se denomina técnica histolégica al conjunto de procedimientos
aplicados a un material biolégico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y
conferirle las condiciones éptimas para poder observar, examinar y analizar sus
componentes morfolégicos a través de los microscopios foténicos y electronicos
(Montalvo, 2010)

Teklad: Dieta suministrada a las ratas macho y hembra (excepto a las ratas de control
AIN 93M) durante la investigacion. Esta dieta asegura los nutrientes necesarios para
el 6ptimo crecimiento de los roedores (Envigo, 2018)

Tincion: El procedimiento de coloracién o tincibn consiste en que una estructura
celular o tisular adquiere especificamente un color bajo la accion de una sustancia
colorante. Se considera que una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser
lavada con el liquido que disuelve al colorante, no se decolora (Montalvo, 2010)

U.A.: Abreviatura de unidades arbitrarias. Estas unidades se realizaron con base en la
numeraciéon asignada para cada nivel de dafio en tejido adiposo, cardiaco, hepatico y
renal (Vea seccion 3.3. Andlisis estadistico del Capitulo 3. Metodologia)

Umami: Una categoria de sabor adicionada en la jerga alimentaria (ademas de los
conocidos dulce, amargo, salado y acido), que corresponde a la sensacion provocada
por la adicion a los alimentos procesados de los glutamatos, especialmente del
monoglutamato de sodio

UNEXA: Unidad de Experimentaciéon Animal. Conjunto E, Facultad de Quimica,
UNAM, México

UNICEF: Fondo Internacional para Emergencias de las Naciones Unidas para la
Infancia (United Nations International Children's Emergency Fund, por sus siglas en
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inglés). Se enfoca en promover los derechos y el bienestar de todos los nifios, nifias y
adolescentes en México y en el mundo (UNICEF, 2018)

VLDL: Siglas en inglés para lipoproteinas de muy baja densidad

Wistar: Cepa de ratas macho y hembra utilizadas durante esta investigacion. Se
caracterizan por su cabeza ancha, orejas largas, y con una longitud de la cola que es
siempre inferior a la longitud de su cuerpo. Las ratas Wistar son mas activas que otras
cepas y fue la primer cepa de ratas desarrolladas para servir como un organismo
modelo (Laboratorio de Ensayos Biologicos, 2014)
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RESUMEN

En los Ultimos afios la estimacion mundial sobre la prevalencia del exceso de masa corporal y la
obesidad en adultos se ha incrementado un 40% observandose la misma tendencia en nifios y
adolescentes. Esto es debido en parte a la omnipresente exposicién a alimentos ricos en calorias y a
una vida sedentaria, aunados al cada vez mas excesivo consumo de alimentos procesados en fabricas
gue contienen aditivos quimicos cuyos efectos sobre el metabolismo no han sido suficientemente
estudiados. En este trabajo, con la finalidad de evaluar el efecto de los aditivos conocidos como
edulcorantes caldricos e hipocaldricos, se realizd el andlisis histopatologico de algunos dérganos
(corazon, higado vy rifiones) y del tejido adiposo retroperitoneal de 176 animales modelo machos y
hembras que estuvieron en experimentacion durante 120 dias. En dicho estudio, ratas Wistar recién
destetadas se alimentaron con la dieta Teklad Global. Hubo dos grupos control, uno que consumié la
dieta AIN93M vy otro la dieta Teklad Global. Ambos grupos solamente ingirieron agua potable como
bebida. En cuanto a los grupos de prueba, los edulcorantes caléricos suministrados en el agua potable
fueron la glucosa, la fructosa y la sacarosa a una concentracién del 10%. Los edulcorantes hipocaléricos
también suministrados en el agua potable a los grupos de ratas correspondientes fueron el aspartame
a 0.3%,el acesulfame de potasio a 0.05%, la infusién de hojas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni)a
0.94%, una mezcla comercial de aspartame con acesulfame de potasio a 0.15%, la sacarina a 0.033%
y la sucralosa a 0.017%. Todos los edulcorantes fueron suministrados ad libitum. Transcurridos los 120
dias de experimentacién y después de practicarles la eutanasia con CO2, se procedid a separar los
organos de interés transfiriéndolos a una solucién de formol al 10% v/v con la finalidad de desnaturalizar
y coagular las proteinas provocando el endurecimiento del tejido para, posteriormente, fijar las muestras
de los 6rganos a analizar y de esta manera visualizar algun dafio histol6gico con la ayuda de la tincién
de Hematoxilina-Eosina (HE). La observacion de los tejidos se logré con la ayuda de un foto-microscopio
a un aumento de 40X. En el caso de corazdon se evalud la presencia del compuesto lipofucsina,
observandose que los mayores niveles séricos de colesterol estimularon dicho pigmento. Por otra parte,
se valor6 el pardmetro de necrosis a nivel miocardio corroborando que ningdn animal en estudio
present6 tal caracteristica. En el tejido hepético se evalu6 la degeneracién vacuolar resultando que las
ratas hembras tienden a presentar un dafio hepéatico mayor que los machos. También se evaluaron en
el plasma sanguineo los siguientes pardmetros: Leptina, grelina, insulina y glucagén, asi como el
péptido insulinotrépico dependiente de glucosa, GIP en inglés y las concentraciones de colesterol total,
glucosa y triglicéridos. Se destaca que, con relacion al tejido renal, no existié diferencia estadisticamente
significativa para el dafio glomerular. Sin embargo, el comportamiento de los edulcorantes en hembras
y machos no fue el mismo para la degeneracion celular tubular. Se evalu6 la longitud adipocitaria del
tejido adiposo retroperitoneal, teniendo que las ratas macho presentaron una media superior a las ratas
hembra. La fructosa fue el edulcorante que gener6 la mayor longitud adipocitaria en el caso de las ratas
hembra. De igual forma, es importante mencionar que el edulcorante fructosa present6 el mayor nivel
del péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) induciendo una longitud adipocitaria menor.
Ademas, los edulcorantes fructosa y sacarosa presentaron los mayores niveles séricos de triglicéridos
estimulando que la longitud adipocitaria aumentara.

Palabras clave: Edulcorantes, histologia, higado, rifiones, corazén, tejido adiposo retroperitoneal, GIP
(péptido insulinotropico dependiente de glucosa), glucagén, grelina, leptina, insulina, glucosa,
triglicéridos, colesterol total
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CAPITULO 1

PROBLEMATICA

1.1. Justificacién

De acuerdo con Lorenzoni y col. (2017) “México ha sido uno de los paises con las
mayores tasas de obesidad en el mundo. En afios recientes, se han realizado varias
politicas de salud a nivel nacional e internacional con la finalidad de enfrentar la
epidemia de la obesidad, especialmente, entre los nifios”. Con el paso de los afos,
estudios relacionados con la obesidad han ido aumentando debido a que las
patologias observadas conllevan a temas severos de salud como fallas metabdlicas
tempranas (incremento en la resistencia a la insulina) y problemas cardiovasculares
(incremento en el grosor de la capa intima-media e incremento de la presion arterial)
induciendo enfermedades del corazon (hipertension, enfermedad coronaria e infarto)
y alteraciones en el metabolismo (diabetes tipo dos) en la adultez (Lorenzoni y col.,
2017). Lorenzoni y col. (2017) mencionan que “de acuerdo con la ENSANUT el 37%
de los nifios presentaron obesidad y un exceso de masa corporal en 2012”. Ademas,
segun el Fondo Internacional de Emergencia de las Naciones Unidas para la Infancia
(UNICEF, 2017) “la causa principal de esta patologia son los malos habitos en la

alimentacion”.

Dicho esto, es posible plantear que una dieta equilibrada puede evitar la prevalencia

en la obesidad y el exceso de masa corporal.

De igual forma, Shamin y Syed (2016) mencionan que “en las ultimas tres décadas
(1980 a 2013) la prevalencia mundial del exceso de masa corporal y la obesidad en
nifios, adolescentes y adultos se ha incrementado un 40%”. Tal y como se especifica
con anterioridad, el consumo de alimentos ricos en calorias y la falta de actividad fisica
influyen en un aumento de dichas patologias. Sin embargo, también se sugiere la
existencia de factores genéticos que aumentan la vulnerabilidad en el indice de Masa
Corporal (Shamim y Syed, 2016).
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Duran y col. (2015) mencionan que “a nivel mundial, entre las regiones con mayor
prevalencia de obesidad se encuentra Sudamérica y América Central, paises en
transicion nutricional, donde se ha incrementado la prevalencia de hiperlipidemias,
exceso de masa corporal o0 sobremasa y obesidad. El indice de Masa Corporal (IMC)
en las mujeres de estas regiones aumentd de 1.3 a 1.4 puntos por década, lo cual
sblo fue superado por Oceania. La prevalencia de obesidad en Latinoamérica
presenta una gran variabilidad que va del 9.9 al 35.7%”. De igual forma, el Fondo
Internacional de Emergencias de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF,
2017) menciona que la diabetes “es el mayor problema al que se enfrenta el sistema
nacional de salud; es la principal causa de muerte en adultos, la primera causa de
demanda de atencion médica y la enfermedad que consume el mayor porcentaje de

gastos en las instituciones publicas”.

A consecuencia de esta problemética se ha observado que la poblaciéon comienza con
la ingesta de dietas para pérdida de masa corporal, rutinas de acondicionamiento fisico
y el consumo de productos alimenticios bajos en calorias (Duran y col., 2015). Es por
ello que la industria alimentaria comienza a tener un crecimiento exponencial dentro
del sector de aditivos alimentarios, enfocados directamente en la elaboracion de
edulcorantes hipocalo6ricos ayudando a igualar la percepcién dulce en los productos
alimenticios como bebidas carbonatadas, productos lacteos, concentrados para
elaboracion de bebidas, productos de confiteria, entre otros, lo que ha generado que
la poblacién limite el consumo de edulcorantes caléricos como la sacarosa o la glucosa
sustituyéndolos por edulcorantes hipocaléricos como la sacarina o el aspartame
(Méndez y Uribe, 2002). Es importante mencionar que desde hace muchos afios el
hombre ha buscado la percepcién dulce en los alimentos que consume; causa por la
que el uso de edulcorantes tanto naturales como sintéticos ha aumentado con el paso
del tiempo (Méndez y Uribe, 2002).

Dicho lo anterior, el incremento en el consumo de edulcorantes hipocaléricos genera

diversos riesgos para algunos sectores poblacionales. Algunos de estos tipos de riesgo

son: (1) Reacciones alérgicas (por ejemplo, el asma) y (2) Fallo metabdlico (Msagati,
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2013). Un ejemplo de ello son los edulcorantes artificiales como el aspartame, elcual,
segun Msagati (2013) “es un dipéptido producto de la reaccién del acido L-aspartico y
L-fenilalanina metil éster, los cuales son normalmente hidrolizados después de ser
ingeridos para producir aspartil-fenilalanina y metanol”. Posteriormente, las enzimas
producidas durante la digestion hidrolizan el aspartil-fenilalanina produciendo &acido
aspartico y fenilalanina, que en la actualidad es un riesgo a la salud para pacientes
gue sufren una alteracién genética en el gen homocigoto para fenilcetonuria (PKU en
inglés). Aquellas personas que producen la enzima fenilalanina hidroxilasa (contrario
a la alteracion genética) tienen la capacidad de transformar a la fenilalanina en tirosina
después de ser absorbida por el sistema digestivo, por lo que evita que la fenilalanina
se acumule en su sangre (Msagati, 2013). Otros edulcorantes hipocal6ricos como la
sacarina han sido reportados como carcinogénicos en los humanos. Experimentos
hechos con ratas macho han demostrado tener una elevada incidencia en cancer de
vejiga (Msagati, 2013). Por tanto, es posible plantear que algunos sectores

poblacionales no pueden consumir este tipo de edulcorantes.

Por otra parte, la presente investigacion se enfoca de mayor manera a la observacion
del posible dafio tisular en diversas estructuras vitales para el organismo. Dentro de
las patologias que se refieren a dafios en tejido se encuentra la enfermedad del higado
graso no alcoholica (NAFLD en inglés). Esta enfermedad es una manifestacién del
sindrome metabdlico y se relaciona con la observacion de inflamacién hepatica, la cual
es la enfermedad mas comun observada en nifios y adultos con obesidad (Figlewicz y
col., 2009). La fisiopatologia de dicha enfermedad no ha sido totalmente comprendida,
sin embargo, estudios recientes muestran la posible asociacion entre el consumo de
fructosa en alimentos y bebidas con el desarrollo de la enfermedad. Ademas, es
fundamental investigar si el consumo moderado de fructosa y de edulcorantes
hipocaldricos generan cambios metabdlicos que influyan en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, cambios estructurales o funcionales en higado o

tolerancia anormal a la glucosa (Figlewicz y col., 2009).
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Se han enfocado recursos en la divulgacion de los beneficios asociados con la ingesta
de edulcorantes, tales como la reduccion en la ingesta de calorias dentro de la dieta,
reduccion del riesgo de padecer diabetes tipo 2 y reduccién en el riesgo de presentar
desérdenes metabolicos. Con el paso del tiempo se ha observado que la ingesta de
calorias y la masa corporal estdn asociados. Muchos de los estudios indican que el
consumo de edulcorantes hipocaléricos pudiera ayudar a la disminucion de la obesidad
y/o de la diabetes tipo 2 aunque, a su vez, pudiera inducir el aumento de masa corporal
en diferentes situaciones. Es por ello que, durante esta investigacion, se consideraron
parametros relacionados con la masa corporal para evaluar algunas patologias
observables (Mitsutomi y col., 2014). Es importante mencionar que, de igual manera,
el enfoque de la investigacion se centra en el andlisis del tejido adiposo retroperitoneal
con relacién al comportamiento metabdlico, con la masa corporal y con la existencia
del dafio que posiblemente provoquen los edulcorantes. Diversos estudios muestran
que las ratas que beben soluciones de sacarina tienden a consumir una mayor
cantidad de alimento induciendo mayor ganancia de masa corporal comparado con las
ratas que beben soluciones de glucosa. Contrario a esto, los individuos que consumen
estevia presentan una disminucion significativa de glucosa postprandial comparado
con los que consumen sacarosa (Mitsutomi y col., 2014). Aunado a esto, el tejido
adiposo (pardo y blanco) es la principal fuente donde se lleva a cabo el metabolismo
de lipidos, asi como el sitio de produccion y secrecién de varias hormonas y citoquinas
incluida la adipocitoquina leptina. Diversos estudios muestran que la leptina influye de
manera importante con patologias como obesidad y con desérdenes metabdlicos

incluyendo la resistencia a la insulina (Mitsutomi y col., 2014).

De acuerdo con las problematicas de salud que se han mencionado con anterioridad,
se propone la evaluacion de edulcorantes caléricos e hipocaléricos enfocado a la
posible generacion de dafios a nivel celular y desordenes en el comportamiento

metabdlico empleando modelos animales de laboratorio.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Analizar el efecto a nivel celular y metabdlico de la ingesta de edulcorantes caldricos
(glucosa, fructosa y sacarosa) e hipocaldricos (acesulfame de K, aspartame, estevia,
mezcla comercial de aspartame y acesulfame de potasio, sacarina y sucralosa)
empleando estudios histolégicos y bioquimicos de diferentes tejidos de 176 ratas
hembra y macho de la cepa Wistar recién destetadas después de 120 dias de

experimentacion.

1.2.2. Objetivos particulares

e Evaluar los parametros de necrosis a nivel miocardio y la presencia del
compuesto de desgaste lipofuscina, en tejido cardiaco.

e Evaluar los parametros de dafio glomerular y degeneraciéon celular tubular en
tejido renal.

e Evaluar los pardmetros de degeneracion vacuolar tubular y fibrosis/inflamacion
en higado.

e Evaluar la longitud mayor adipocitaria y la masa de tejido con respecto al tejido
adiposo retroperitoneal.

e Observar la relaciéon de la ingesta de edulcorantes con la ganancia de masa
corporal de cada espécimen en estudio.

e Observar el comportamiento de algunos parametros bioquimicos y algunas
hormonas (péptido insulinotrépico dependiente de glucosa, determinacion de
glucosa, determinacion de triglicéridos, determinacion de glucagon, colesterol
total, insulina, grelina y leptina).

e Comparar las observaciones micrograficas de los diferentes tejidos estudiados

con las pruebas histolégicas y bioquimicas.
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1.3. Hipotesis

El consumo cronico de edulcorantes caloricos e hipocaloricos provoca dafios
histoldgicos en los tejidos cardiaco, hepatico, renal y adiposo en ratas Wistar macho y
hembra que bebieron agua con edulcorantes durante 120 dias de experimentacion

después del destete.

18



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS

2.1. Aditivos alimentarios

Msagati (2013) menciona que “los alimentos son uno de los requerimientos basicos en
la vida humana, los cuales se extraen generalmente de animales o plantas (y otras en
menor cantidad provienen de otras fuentes, e.g., las setas, la espirulina y las algas).
Generalmente, los alimentos para humanos no son consumidos en crudo Yy, por tanto,
son procesados mediante tratamientos con o sin calor para darles una mayor
palatabilidad. Los pasos que se siguen dentro de los tratamientos de los alimentos
dependen de cada tipo de producto alimenticio que sera preparado donde
necesariamente algunos aditivos nutritivos esenciales para la salud son afiadidos”. De
igual forma, existen sustancias quimicas que se utilizan en la industria de los
alimentos. De acuerdo con Damodaran y col. (2008) muchas de estas sustancias “se
afiaden deliberadamente a los alimentos para mejorar sus propiedades funcionales,
aunqgue con frecuencia dichas sustancias se encuentran también presentes de forma
natural en algunos alimentos”. Si estas sustancias se afnaden deliberadamente, seles

denomina aditivos alimentarios.

Segun el Codex Alimentarius (2016) “se entiende por aditivo alimentario cualquier
sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco
se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo y cuya adicién
intencionada al alimento con fines tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en sus
fases de fabricacion, elaboracién, preparacién, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte
(directa o indirectamente) por si 0 sus subproductos, en un componente del alimento
0 un elemento que afecte a sus caracteristicas. Esta definicibn no incluye
‘contaminantes” o sustancias anadidas al alimento para mantener o mejorar las

cualidades nutricionales”.
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Es importante mencionar que, de acuerdo con Msagati (2013), “el proceso para aiadir
los aditivos a los alimentos involucra un proceso de mezclado de varios ingredientes
antes o después del tratamiento con calor, generando una mejora en el flavor, en el

sabor, la textura o la apariencia de los productos alimenticios”.

Damodaran y col. (2008) mencionan que “desde un punto de vista normativo, cada
uno de los aditivos alimentarios debera desempefar alguna funcion o impartir un
atributo atil y aceptable que justifigue su uso. Es importante resaltar que el uso de
aditivos para enmascarar dafios o alteraciones de los alimentos engafando a los
consumidores, esta expresamente prohibido en las disposiciones legales que regulan
el uso de los aditivos alimentarios. Muchos de los aditivos son sustancias naturales y,

a menudo, se obtienen comercialmente de dichas fuentes”.

Qiu y Wang (2017) mencionan que “aunque los aditivos alimentarios tienen beneficios
para la salud y son convenientes, los consumidores aun consideran que su aplicacion
es sospechosa e incluso los sefialan como productos anti-naturales o riesgosos para
la salud publica. Diversas investigaciones han estudiado el potencial de los efectos
adversos en la salud y la seguridad de los consumidores. Mientras muchos de los
aditivos alimentarios son seguros, estos pueden ser usados bajo cierta restriccion para
lograr un beneficio tecnoldgico y, en algunos casos, la cantidad utilizada de algunos
aditivos alimentarios queda estrictamente controlada bajo regulaciones alimentarias”.
Ademas, es importante mencionar que segun Msagati (2013) “la tendencia de hacer
alimentos mas atractivos y con buena palatabilidad ha sido establecida mediante la
forma de incorporar la variedad de los ingredientes o de acuerdo con los tratamientos
especiales que se les dan a los productos alimenticios para impatrtir dicha calidad. Esta
tendencia estipula el siguiente lema: ‘Las personas primero perciben con la nariz,
después con los ojos y finalmente con la boca’; de acuerdo con lo antes mencionado,
es importante resaltar que tanto el aroma, el flavor (ver Glosario), el sabor y la

apariencia son de igual manera importantes en el atractivo de los alimentos”.
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De igual forma, Msagati (2013) define a los aditivos alimentarios como “las sustancias
gue son incorporados a los productos comestibles para realizar roles y funciones
especificas, tales como es la preservacion de los productos alimenticios mediante el
incremento de la vida de anaquel o inhibir el crecimiento de algunos microorganismos
patégenos. Otra de las funciones de estos aditivos es la imparticion de un color, olor o
un flavor deseado para los productos alimenticios. Existen una gran cantidad de
aditivos y de agentes preservantes comunmente adicionados a los alimentos. Estos
incluyen agentes antioxidantes, acidos, reguladores de acidez y sales, emulsificantes,
colorantes, estabilizadores, espesantes, gelificantes, edulcorantes y preservantes, asi
como minerales y vitaminas”. La diferencia de todos estos aditivos es que tienen
diferente funcion en los alimentos dependiendo del propdsito al que se quiere llegar.
Por ejemplo, los emulsificantes tienden a darle a los alimentos una buena textura vy,
por tanto, dar la mejor homogeneidad que sea posible para mezclar sustancias
inmiscibles tales como el agua con el aceite; en este caso se evita que exista alguna
separacion generando productos como la mayonesa y los helados. Los estabilizantes,
agentes de viscosidad y agentes gelificantes brindan una textura fuerte y suave
mediante el incremento de la viscosidad. Finalmente, los edulcorantes son de gran
importancia para el flavor, aunque existen diferentes tipos de edulcorantes entre los
cuales destacan los que tienen una importante funcién en dietas para consumidores
con problemas de salud, como los casos de la diabetes o la hipertension” segun este
autor (Msagati, 2013).

2.2. Dulzor

De acuerdo con Jayasinghe y col. (2017) “el sabor o el gusto es la sensacién que se
experimenta cuando una sustancia en la boca es reconocida por los receptores del
sabor en las papilas gustativas de la lengua. En ellas se perciben cuatro gustos
basicos: dulce, salado, amargo y acido, aunque recientemente, por la adicién de
sustancias quimicas durante el procesamiento de los alimentos y, particularmente del
monoglutamato de sodio, se ha acufiado un “quinto” sabor: umami (ver el Glosario).

Dichas percepciones sensoriales generalmente influyen en el consumo de alimentos
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(dulce, salado y umami) y también pueden desencadenar el rechazo de toxinas
(amargo y acido). Por tanto, es posible mencionar que estas percepciones sensoriales
son indispensables para la dieta de los consumidores. Ademas, en las Ultimas
décadas, dichas percepciones han tenido un incremento en el interés de comprender
la relacion que existe entre la percepcion del gusto con la saciedad, el balance

energético y con la salud a largo plazo” (Jayasinghe y col., 2017).

Desde la ultima década, los estudios enfocados a la relacion entre los marcadores
sensoriales y a las preferencias alimentarias han sido de interés debido al constante
cambio en los avances cientificos dentro del campo de la nutricion. Estos estudios se
han centrado en identificar a los receptores y a otras moléculas involucradas en el
mecanismo de transduccion que generan la percepcion y el sabor. Por tanto, los
cambios relacionados con la edad y con la percepcion de olores y sabores resulta muy
intrigante. Se ha observado que la percepcion de olores y sabores generan una
preferencia o un rechazo hacia los alimentos. Es decir, la atraccion de los alimentos
dulces se debe a que el organismo requiere de energia. La atraccion de alimentos
salados se debe a que se requiere en el organismo de cloruro de sodio, etc. (Guido y
col., 2016).

De igual forma, las sustancias dulces han sido un gran foco de atencién especialmente
a partir de la segunda mitad del siglo XX, debido al interés por encontrar opciones al
azucar, buscando sustitutos adecuados. Los dos primeros fueron las mieles
fructosadas a partir de almidones y especialmente de los del maiz y la sacarina (Duran-
de-Bazua, 2017; Duran-Dominguez-de-Bazua, 2012, 2013, 2014, Mendoza-Pérez y
col., 2017).

De acuerdo con el estudio de Jayasinghe y col., en el 2017, “la relacidon entre la
percepcion del dulzor y la concentracion de glucosa que se proporciono a los jueces
sensoriales depende total y absolutamente de la capacidad del individuo en detectar
la percepcion dulce de las soluciones que consumieron. Ademas, el estudio muestra

gue los jueces que perciben una sensacion mas dulce presentan un valor bajo de
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energia como carbohidratos totales, almidén, fructosa y glucosa, asi como un gusto

menor en alimentos y bebidas dulces.”

Para Damodaran y col. (2008) “antes de que llegaran las teorias modernas sobre
edulcorantes, era creencia popular deducir que el dulzor estaba asociado a grupos
hidroxilo (-OH) ya que las moléculas de los glucidos estaban en gran medida
dominadas por este rasgo. Sin embargo, esta vision pronto fue objeto de critica debido
a que los distintos compuestos polihidroxilados diferian grandemente en dulzor, ya que
muchos aminoacidos, algunas sales metdlicas e incluso sustancias no relacionadas
como el cloroformo (CHCI3) y la sacarina también son dulces. Con todo, era evidente
que debia haber algunas caracteristicas comunes entre las sustancias dulces y
durante los ultimos 75 afos, la teoria que relacionaba la estructura molecular con el
sabor dulce ha ido evolucionando hasta explicar satisfactoriamente por qué ciertos

compuestos muestran sabor dulce”.

Damodaran y col. (2008) mencionan que “Shallenberger y Acree en el aino de 1969
fueron los primeros en proponer la teoria AH/B de la unidad sapida (desencadenante
de sabor) comun a todas las sustancias que causan una sensacion dulce”. En un
principio se veia esta unidad sapida como la donacion de un protén asociado a un H
unido covalentemente y a un orbital electronegativo colocado a una distancia de unos
3A del proton. De este modo los atomos electronegativos vecinos de la molécula eran
esenciales en el sabor dulce. Ademas, uno de los 4&tomos debia poseer un proton
vinculado a un anién. Los atomos de oxigeno, nitrégeno y cloro con frecuencia
desemperfian este papel en compuestos dulces y los atomos de oxigeno del radical
hidroxilo pueden servir tanto como AH 6 como B en una molécula”.

En complemento con dicha teoria, el estudio de Fernstrom y col. (2012) menciona que
la informacion relacionada con las percepciones de los edulcorantes es bien sabida,
“sacarosa, sacarina, sucralosa, ciclamato, aspartame y taumatina son todos dulces
para los humanos”; lo que se diferencia entre cada uno de ellos es el mecanismo de
deteccion. Aqui cabe mencionar que casi todos ellos tienen un dejo generalmente
amargo y que por ello se adiciona glucosa para enmascararlo -casi siempre

ocultandola del consumidor con la palabra dextrosa- (Duran-de-Bazua, 2012).
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De acuerdo con lo mencionado anteriormente, el sistema gustativo reconoce una o
mas diferentes percepciones: dulce, salado, amargo, acido y, ahora con el

monoglutamato de sodio, umami.

Durante este reconocimiento, el estimulo de deteccién ocurre en las células del gusto,
agrupadas en pequefios conglomerados (brotes gustativos) los cuales se encuentran
comunmente en la superficie dorsal de la lengua y en el paladar. La activacion de estas
células provoca la liberacion de neurotransmisores sobre el nervio craneal, induciendo
que la informacion del sabor se dirija hacia el cerebro. Posteriormente, el cerebro
procesa la informacion gustativa y, junto con otras percepciones sensoriales (olor,

temperatura y textura), genera la percepcidn sensorial.

A partir de este momento, comienza el contexto emocional, es decir, experiencia,
motivacion, preferencia y valor hedonico, promoviendo la respuesta al consumo de los
alimentos (Fernstrom y col., 2012). Los estudios que se han realizado enfocados a la
relacion entre la percepcion del dulzor y su influencia en el consumo de bebidas y
alimentos con edulcorantes caloricos e hipocaldricos han sido limitadas.

De acuerdo con Martinez y col. (2010) “los edulcorantes hipocaloricos, como el
aspartame y la sucralosa, son comunmente utilizados. Sin embargo, los efectos del
consumo prolongado aun no han sido completamente establecidos”. Es por ello, que
es pertinente realizar investigacion enfocada a estos aditivos alimentarios, con la

finalidad de obtener una mayor informacioén al respecto.
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2.3. Edulcorantes

La Real Academia Espafiola (RAE) define a un edulcorante como cualquier sustancia
que endulza o edulcora a los alimentos (RAE, 2018g). En comparacion, la FAO
menciona que son productos utilizados para endulzar, derivados de los cultivos de
remolacha azucarera, cafla de azucar, cereales, frutas o leche, producidos por
insectos o derivados del almidén. Se debe tener en cuenta que el edulcorante ideal
debe poseer como caracteristicas un alto grado edulcorante, con un sabor agradable
y sin gusto amargo. Deben ser inodoros, incoloros y poseer una alta solubilidad,
estabilidad y funcionalidad. Deben ser econémicos, no toxicos, no provocar caries
dentales y ser metabolizados o excretados por el organismo de una manera normal
(Alonso, 2010). De acuerdo con el Cdédigo Alimentario Espafiol (2018), los
edulcorantes artificiales son sustancias sapidas sintéticas que, sin tener cualidades
nutritivas, poseen un poder edulcorante superior al azlcar de la cafia de azlcar, de la

remolacha o de cualquier hidrato de carbono al que traten de sustituir.

2.3.1. Clasificacion de los edulcorantes

En cuanto a su clasificacion global, ante la gran variedad de tipos existentes, los
edulcorantes se pueden agrupar en funcién de su contenido calérico (cal6ricos o
hipocaldricos), segun su origen (natural o artificial) o incluso segin su estructura
quimica (Garcia y col., 2013). Existen muchas sustancias con sabor dulce vy, de

acuerdo con Navarro (2012), una de las clasificaciones de los edulcorantes es:

a) Los glucidos alimenticios, de origen natural, con valor nutritivo y poder edulcorante
inferior o vecino a la sacarosa. Incluyen la sacarosa, fructosa, glucosa, lactosa,
etc.

b) Los edulcorantes intensos, de origen sintético normalmente, sin valor nutritivo o
valor nutritivo reducido y con un poder edulcorante superior a la sacarosa. Incluye
2 susbgrupos de sustancias: 1) sustancias quimicas sintéticas como la sacarina y
sus sales, el acido ciclamico, acesulfame, aspartame, sucralosa, entre otros.
2) sustancias de origen vegetal de naturaleza glicosidica (glicirrina, dihidrochalconas y

esteviésidos) y de naturaleza proteica (taumatinas, monelina y miraculina).
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c) Los polioloes, polialcoholes o glacido-alcoholes, de origen natural y/o
semisintético, con valor nutritivo y bajo poder edulcorante, inferior a la sacarosa.
Tienen efecto texturizante, confiriendo volumen o cuerpo a los alimentos. Incluyen

el manitol, lactitol, isomailtitol, xilitol, sorbitol y maltitol.

2.3.2. Edulcorantes caléricos

El termino azucares se ha usado tradicionalmente para designar los mono y
disacéaridos. En realidad este nombre es otro engafio a los consumidores promovido
por los fabricantes de edulcorantes sintéticos con el soporte pasivo de Codex
Alimentarius y la FAO, ya que deberian llamarse glucidos precisamente para dejar
claro que no es lo mismo azlcar que sus dos monomeros, fructosa y glucosa. Los
glucidos, por su sabor dulce, son utilizados como edulcorantes para dar palatabilidad
a los alimentos y bebidas; para la conservacién de alimentos ya que modifican la
presidbn osmotica y provocan la muerte de los microorganismos potencialmente
patégenos, asi como para conferir ciertas caracteristicas agradables a los alimentosy
bebidas no alcohdlicas (Izquierdo, 2013).

2.3.2.1. Fructosa

La fructosa es un glucido simple presente en forma natural en frutas, verduras y miel.
Actualmente, la mayor cantidad de fructosa consumida en la dieta de paises
desarrollados y en vias de desarrollo proviene de la adicién de “jarabe de maiz”’ o
“‘jarabe de maiz alto en fructosa” (HFCS del inglés high fructose corn syrups), que ya
no puede considerarse un edulcorante natural sino totalmente sintético, que se
encuentra en bebidas gaseosas, néctares, alimentos de bajo contenido calérico y

alimentos libres de gluten.
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La fructosa se absorbe mas lentamente que la glucosa, aunque es captada y
metabolizada de manera mas rapida por el higado (Riveros y col., 2014). Debe
alertarse sobre el hecho de que el consumo de fructosa en cantidades elevadas puede
causar no solamente malestar gastrointestinal, sino aumento en la generacion de
mediadores proinflamatorios, elevacion de la tension arterial, aumento de los
triglicéridos y del acido urico, desarrollo de hiperinsulinemia con resistencia a la
insulina a corto plazo y sindrome metabdlico a mediano y largo plazo (Bray y col., 2004;
Calzada y col., 2013; Gaby, 2005; Johnson y col., 2007; Jurgens y col., 2005; Malik y
col., 2010; Teff y col., 2004). En la Figura la se muestra la estructura quimica de la

fructosa.

CH,0H 0

HO HO

CH,OH Figura la. Estructura quimica de la
OH fructosa (Melo-Cuamatzi, 2007)

2.3.2.2. Glucosa

De acuerdo con Damodaran y col. (2008) “la D-Glucosa es un polialcohol y un
aldehido. Se incluye dentro de las aldosas, una designacion de los glucidos que
contienen un grupo aldehido. Los glucidos se diferencian entre si tanto desde el punto

de vista de la calidad como de la intensidad del sabor dulce”.

La glucosa es la principal fuente de carbono y de energia para todas las células vivas;
de igual forma, es el glicido simple mas abundante del planeta. Tanto en los
organismos unicelulares como en los pluricelulares la cantidad de glucosa disponible
puede variar considerablemente. Por tanto, es importante que los organismos Vvivos
sean capaces de detectar la cantidad de glucosa disponible destinada para tejidos y

organos vitales ya que, de esta manera, se puede establecer su buen funcionamiento.
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Es importante mencionar que la alteracion en la expresion de los genes involucrados
en la trasportacién de glucosa es uno de los mayores padecimientos que inducen el
cambio en la concentracion de glucosa en las células (Mobasheri y col., 2008). La
glucosa (Figura 1b) es un sustrato muy importante para las células de los mamiferos
ya,que provee una fuente de energia disponible que permite el 6ptimo funcionamiento

en el metabolismo celular (Mobasheri y col., 2008).

CH,OH

@)
OH

OH OH Figura 1b. Estructura quimica de la
OH glucosa (Melo-Cuamatzi, 2007)

2.3.2.3. Sacarosa

Es un dimero (B-D-fructofuranosil-a-D- glucopiranosa) formado por la glucosa y la

fructosa, conocido comunmente como “azucar” y que se muestra en la Figura 1c.

CH,OH
' 0 HOCH, ..O \
OH 0 HO Figura 1c. Estructura quimica
HO ' CH,OH de la sacarosa (Melo-
OH OH Cuamatzi, 2007)

La sacarosa es el compuesto quimico organico mas abundante en el mundo. Su
hidrdlisis parcial se aprovecha comercialmente en la elaboracion de azucar invertido
usado en bebidas (Badui, 2006). Se obtiene industrialmente de la cafia de azlcar y de

la remolacha azucarera.
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2.3.3. Edulcorantes hipocaléricos

De acuerdo con Damodaran y col. (2008) “los edulcorantes hipocaléricos no poseen
un valor nutritivo y son “acaldricos” (algo imposible ya que si se introducen a un
calorimetro muy probablemente dardn el contenido de energia que liberan al
guemarse). Comprenden un amplio grupo de sustancias que producen sabor dulce o

mejoran o potencian la percepcién de los sabores dulces”.

“La prohibicion del uso de ciclamatos en los EE.UU., junto con las dudas surgidas
sobre la inocuidad de la sacarina, ha estimulado la investigacion de edulcorantes
alternativos que satisfagan la actual demanda de bebidas y alimentos con edulcorantes
hipocaldricos (Damodaran y col., 2008)”.

“Esto ha inducido el descubrimiento de muchas nuevas moléculas, de forma que el
namero de edulcorantes hipocaléricos potencialmente viables para uso comercial esta

creciendo (Damodaran y col., 2008)”.

2.3.3.1. Acesulfame de potasio

De acuerdo con Damodaran y col. (2008) “los edulcorantes sulfoamidas son sustancias
gue estructuralmente estan relacionados con el grupo del 4cido sulfamico (1X). Dentro
de este grupo se encuentra el acesulfame de potasio. El 6-Metil-1,2,3. Oxatiacina-
4(3H)-ona-2,2-dioxido (Acesulfame de K) fue descubierto en Alemania y fue primero
aprobado como edulcorante no nutritivo en EE.UU. en 1988. El nombre quimico de
esta sustancia ha llevado a la utilizacion del nombre comercial, acesulfame K, basado
en sus relaciones estructurales con el 4cido acetoacético y el acido sulfamico y a su
sal de potasio natural”. El acesulfame de potasio es uno de los principales edulcorantes

bajos en calorias que se encuentran en la dieta humana. En la actualidad existen
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estudios que consideran al acesulfame de potasio como inadecuado y, ademas, se ha
demostrado que este edulcorante tiene propiedades genotodxicas y tiene la capacidad
de inhibir la biodegradacion de la glucosa dentro de la microbiota intestinal. De igual
forma, se le ha asociado con otros edulcorantes sulfoamidas como la sacarina y el

ciclamato por su actividad antimicrobiana (Bian y col., 2017).

Por otra parte, el acesulfame de potasio presenta un dulzor intermedio entre el
ciclamato y la sacarina generando un sabor metélico y amargo que se aprecia a
medida que se aumenta su concentracion. La intensificacion de este sabor es
especialmente Gtil cuando se mezcla con otros edulcorantes bajos en calorias, ejemplo

de ello es el aspartame (Damodaran y col., 2008).

Segun Damodaran y col. (2008) “el acesulfame de potasio es excepcionalmente
estable a temperaturas elevadas, encontrandose en productos horneados y también
es estable en productos acidos tales como bebidas no alcohdlicas carbonatadas. El
acesulfame de K no se metaboliza en el organismo (Figura 2a), de ahi que no
proporcione calorias y se excreta por los rifiones”. Es importante mencionar todo esto
es debatible a la luz de muchos articulos cientificos tanto de hace unos afios como
recientes que indican que si se metaboliza y que si causa problemas a los organismos

que lo consumen.

O O
\\S//
0" N K

\ Figura 2a. Acesulfame de potasio
O (Sanchez, 2014).
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2.3.3.2. Aspartame

Tal y como mencionan Damodaran y col. (2008) “los edulcorantes peptidicos han
emergido como respuesta a la demanda hacia ingredientes edulcorantes para

alimentos y bebidas con menor contenido calérico (Figuras 2b,c).

O OCHs
N

H
OH NH, O

Figura 2b. Aspartame (Sanchez, 2014)

C}§‘4§)

m”s““o@ Na®

Figura 2c. Ciclamato de sodio (Sanchez, 2014)

Aunqgue los aminoécidos de los edulcorantes peptidicos producen calorias durante el
proceso de digestion, su intenso poder edulcorante le permite ejercer su funcionalidad
a muy bajas concentraciones con lo que las calorias que producen son insignificantes.
El aspartame o el éster metilico de la L-Aspartil-L-Fenilalanina tiene un poder
edulcorante de 180 a 200 veces mas dulce que la sacarosa. Fue aprobado por primera

vez en EE.UU. en 1981 y ahora actualmente esta permitido su uso en mas de 75
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paises en donde se utiliza en numerosos productos. Se considera que proporciona un
sabor dulce limpio, aunque le faltan algunas de las cualidades edulcorantes de la
sacarosa”. Es importante mencionar que dicho edulcorante presenta dos desventajas.
Una es su inestabilidad en condiciones acidas y su rapida degradacion cuando se
expone a temperaturas elevadas. Bajo condiciones &cidas tales como bebidas no
alcohdlicas carbonatadas, la velocidad de pérdida de su capacidad edulcorante es
gradual y depende de la temperatura y del pH. La naturaleza peptidica del aspartame
lo hace susceptible a la hidrdlisis, siendo también susceptible de otras interacciones
quimicas y degradaciones microbianas. De manera similar, los valores de pH alcalinos
favorecen las reacciones amino-carbonilo reaccionando facilmente con la glucosa yla

vainillina (Damodaran y col., 2008).

Por otra parte, en las referencias antes citadas se mencion6 que diversos estudios
muestran que el consumo crénico de edulcorantes puede provocar alteraciones en el
metabolismo. En la publicacion de Palmnéas y col., en el 2014, se menciona de manera
similar estos padecimientos observables y, ademas, se hace énfasis en el consumo
del aspartame. Palmnas y col. (2014) mencionan que el consumo diario de refrescos
de dieta (principalmente endulzados con aspartame) inducen un incremento en el
riesgo de padecer diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico en un 67 y 36%,

respectivamente.

Ademas, las evidencias emergentes sobre el microbioma intestinal postulan que las
enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2, estan asociadas con el perfil de la
microbiota intestinal provocando su alteracién (Palmnas y col., 2014). Finalmente, de
acuerdo con Damodaran y col. (2008) “se ha sefialado por algunos la preocupacién
sobre los potenciales efectos toxicologicos a largo plazo del metanol que se libera via
la hidrélisis del metil éster. Este problema sobre la salud esta relacionado con la
potencial conversion metabolica del metanol a formaldehido. Sin embargo, el
considerable metanol que se libera a partir de los polimeros pectinicos de los alimentos

a base de vegetales también es consumido sin que plantee aparentes efectos toxicos.
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De forma similar, el consumo de aspartame por la poblacién normal no esta asociado

con efectos adversos para su salud”.

2.3.3.3. Steviarebaudiana - estevia

Su aislamiento se produjo en 1931 por Bridel y Levieillea partir de la planta
sudamericana autéctona de Paraguay la Stevia rebaudiana (Navarro, 2012). Aunque
la palabra “estevia” hace referencia a toda la planta, solamente algunos de los
componentes de la hoja de estevia son dulces. Estos se conocen como glucésidos de
esteviol. Existen varios tipos, si bien los mas abundantes son el esteviosido y el
rebaudidsido A (Figura 2d).
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HO o~~~ OH \OH \\ CH,
HO O 0
Hé "
() Esteviosido de Stevia rebaudiana (i) Rebaudiésido A de Stevia rebaudiana
Bertoni (Sanchez, 2014) Bertoni (Sanchez, 2014)

Figura 2d. Glucosidos de Stevia rebaudiana Bertoni

El esteviosido es el glucésido de esteviol mas abundante de la hoja y el rebaudiésido
A el de mejor sabor; dichos edulcorantes son hasta 480 veces mas dulces que la
sacarosa. Actualmente, hay muchos investigadores estudiando estos compuestos

para evaluar su inocuidad (Garcia y col., 2013; Martinez-Calleja, 2017).
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2.3.3.4. Sacarina

Es uno de los edulcorantes mas empleados, se obtiene a partir de la o-
toluensulfonamida o de los anhidridos ftélico y antranilico; tiene un dulzor de 300 a 400
veces al de la sacarosa, con el inconveniente que provoca un resabio amargo metalico,

sobre todo en altas concentraciones (Figura 2e).

O O

- Na*
S/NH S/N
1~ 11\

40 0

Figura 2e. Sacarina (Sanchez, 2014)

Tiene la denominacién quimica de 3-oxo-2,3-dihidrobenzo (d) isotiazol-1,1-dioxido y la
formula empirica C7 HsNOsS. Es un polvo blanco, cristalino anhidro, no higroscopico
poco hidrosoluble (Badui, 2006; Navarro, 2012). Fue prohibido en los EE.UU. cuando
se detectaron problemas de salud severos en los consumidores. Sin embargo,
actualmente es nuevamente permitido su uso ¢ Por qué? Un pregunta de investigacion
interesante sobre los intereses creados sobre el derecho inalienable a la salud de los

seres humanos (Duran-Dominguez-de-Bazua, 2016).
2.3.3.5. Sucralosa

De acuerdo con Damodaran y col. (2008) “los clorosacaridos se sintetizan combinando
la cloracion selectiva de moléculas de azucar con otras estrategias sintéticas, tales
como las condensaciones directas, para producir moléculas que poseen intenso
dulzor. El clorosacarido, sucralosa (1,6-Dicloro-1,6-Dideoxi-B-Fructofuranosil-4-Cloro-
a-D-Galactopirandésido) fue aprobado en EE.UU. en 1998 y en 1999 se generalizd su

uso, estando ademas aprobado en mas de 40 paises” (Figura 2f).
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Figura 2f. Sucralosa (Sanchez, 2014)

Se han realizado diversos estudios en relacién con el consumo de sucralosa y su
efecto en el consumo de alimento. Uno de ellos es el de Wang y col., en el 2016. Wang
y col. (2016) realizaron su investigacion con la finalidad de observar el impacto de los
edulcorantes con la homeostasis energética y el mecanismo potencial que genera los
efectos observables. En dicho estudio se utiliz6 una dieta control (sacarosa y
levadura); de igual forma, a los animales se les suministro sucralosa y se observo que
durante los primeros cuatro dias el consumo del alimento no fue diferente con respecto
a la dieta control, sin embargo, pasado el tiempo de cinco dias 0 mas se observo que
los animales aumentaban el consumo del alimento con respecto a la dieta control para
ambos sexos. Es importante mencionar que durante esta investigacion se observé que
el incremento en el apetito fue reversible ya que se les suministré nuevamente la dieta
control y la estabilizacion en los niveles de consumo ocurrié después de tres dias.
Wang y col. (2016) mencionan que la sucralosa puede incrementar el apetito a través
del mecanismo directo gusto-dependiente o indirectamente gusto-independiente; esto
a partir de la manipulacién genética de las neuronas involucradas en el gusto dulce

(Wang y col., 2016). Este fendmeno también fue observado por Martinez y col. (2010).

Por otra parte, de acuerdo con Damodaran y col. (2008), “la sucralosa muestra un perfil
de intensidad-duracion del dulzor similar al de la sacarosa y sin regustos amargos ni
ningun otro sabor desagradable después de su consumo. La sucralosa exhibe un
elevado grado de cristalinidad, alta solubilidad en agua y presenta una muy buena
estabilidad a altas temperaturas. También es bastante estable al pH de las bebidas no
alcohdlicas carbonatadas y Unicamente se produce una limitada hidrélisis hasta

unidades de monosacaridos durante el almacenamiento usual de estas bebidas”.
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Ademas, segun Damodaran y col. (2008) “las caracteristicas moleculares de la
sucralosa que no son facilmente reconocibles por las enzimas hidroliticas constitutivas
hacen que sean resistentes a los procesos digestivos y metabdlicos”. Con este aserto
habria que preguntarse como se obtuvieron resultados desastrosos desde el punto de
vista digestivo y metabdlico en experimentos con seres vivos (Dyer y col. 2007; Hur y
Lee, 2015; Mace y col., 2007; Navarro-del-Cabo, 2016; Schiffman y Rother, 2013;
Simon y col., 2013; Soffritti y col., 2016; Suez y col., 2014, 2015; Wang y col., 2016).

De igual forma, se han realizado diversos estudios que muestran a la sucralosa como
un producto seguro dentro de los niveles de utilizacion, aunque existen discrepancias
ya que se menciona que este edulcorante puede generar compuestos peligrosos al

exponerse en condiciones de degradacion térmica (Damodaran y col., 2008).

Para terminar esta seccion sobre los edulcorantes artificiales, se invita a los lectores a

ver la Figura 3 para comprender el sesgo de algunos autores.

MESES DESPUES..

A VER N
CAFECITO

VARIOS ESTUDIOS PARECEN DEMOSTRAR QUE LOS SUSTITUTOS DE AZOCAR PUEDEN HACERTE GANAR PESO A LA LARGA
4PERO POR QUEY

COMO EL CEREBRO
YA SE HACIA CON ESA

TE EXIGIR[M‘S.

LOS SUSTI&
I.O ENGANA

PERO NO CALOR[AS

Figura 3. Caricatura en Scientific American sobre los resultados del grupo de
Wang y colaboradores (2016) relacionados con el neuropéptido “Y” y larespuesta
neuroldgica al ayuno (Stetka, 2016)
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2.4. Histologia

De acuerdo con Banks (1993) “el término histologia, derivado del griego histos (tejidos)
y logos (estudio) significa el estudio de los tejidos. Para entender los tejidos es esencial
la comprensién de la estructura y la funcién de los érganos. Justo como el organismo
es la suma de todos sus 6rganos, entonces es posible decir que los érganos son la
suma de los tejidos. Las sustancias celulares y extracelulares son la consecuenciade
su composicion bioguimica. Un enfoque l6gico para la histologia en un principio es la
bioguimica, siguiendo con las células, continuando con los tejidos y culmina con el

estudio de los érganos”.

Segun Banks (1993) “un tejido es un grupo de similar, de idénticas o diferentes células
y sus productos extracelulares que realizan una funcién especifica o un espectro de
funciones relacionadas. Los tejidos basicos son el epitelio, tejido conectivo, tejido
muscular, tejido nervioso y tejido adiposo; por tanto, dichos tejidos estan formados
mediante bloques complejamente organizados jerarquicamente. El progreso
tecnoldgico en varias disciplinas cientificas ofrece a los histologistas diversas maneras
de estudiar las células y los tejidos. Hasta ahora, la cultura celular ha permitido la
observaciéon directa de células vivas. Esto es rutina porque se utilizan antibioticos,
ademas, la cultura celular permite la observacion continua, la manipulacion y las
pruebas de células explantadas sin riesgo del donante. Por tanto, esto facilita el
estudio de la diferenciacion celular, la transformacion de las células, citogenética,
metabolismo celular, interacciones célula- célula, relacion huésped-parasito entre

otros procesos bioldgicos”.

Durante esta investigacion se utilizé la metodologia de tincion con hematoxilina-eosina.
El citoplasma normal, tefiido con estos colorantes aparece rosa claro con un tono azul
debil; el tono azul (basofilia) se debe principalmente a la presencia de ARN ribosémico.
En caso de dafio subletal, disminuye el nimero de ribosomas y se pierde el tono
citoplasmatico azul normal. La tumefaccion del reticulo endoplasmico y las
mitocondrias contribuyen a una mayor palidez citoplasmatica (tumefaccion turbia). Al
aumentar la tumefaccion de los organelos, la célula experimenta inundacion y
aparecen vacuolas en el citoplasma que ahora se tifie débilmente y pierde toda su

basofilia (degeneracion hidrépica) (Stevens y col., 2003).
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2.5. Cambios celulares

De acuerdo con Stevens y col. (2003) “el cambio constante del ambiente exige un
grado considerable de adaptabilidad celular. La mayoria de estas adaptaciones se
producen a nivel bioquimico y representan la regulacién final de una funcion
metabdlica. Sin embargo, muchas adaptaciones se acompafian ademas de cambios
estructurales visibles al microscopio. Muchos de esos cambios estructurales entran en
el patron de crecimiento normal de un tejido; en contraste, ciertos cambios se sitlan

fuera del rango fisiolégico normal, produciendo un dafio celular y/o alteracién del

funcionamiento adecuado de las células: A estos estimulos se les denominan
patolégicos”.

Desde el punto de vista celular, cuando una célula es expuesta a un estimulo
perjudicial, se genera una respuesta que induce la desactivacion de la mayoria de los
genes y solamente se expresan aquellos que pueden proteger al organismo con
efectos citoprotectores. El destino de una célula expuesta a dicho estimulo depende
de la localizacion de los dafios; este puede ser en sistemas subcelulares o pueden
afectar a toda la célula en conjunto (Stevens y col., 2003). Es importante mencionar
gue si existe un ligero dafio en los componentes celulares (incluyendo el suministro
de energia) la célula desarrollard cambios morfolégicos. A esto se le conoce como
generacion celular (Stevens y col., 2003).

Segun Stevens y col. (2003) “los cambios estructurales mas comunes son la
tumefaccion turbia, la degeneracién hidrépica (por ejemplo, en rifiones) y el cambio
graso (por ejemplo, en higado). Tiene importancia el hecho de que tales cambios
morfologicos sean reversibles si el estimulo causal desaparece o disminuye. Bajo tales
circunstancias, una célula puede volver a la normalidad después de eliminar los
organelos dafiados a través de autofagia y sintesis de nuevas proteinas”. De igual
forma, las causas mas comunes del cambio graso son toxinas, hipoxia cronica,
diabetes mellitus y obesidad. Ademas, se sabe que el metabolismo alterado de los
acidos grasos conduce a la acumulacién de triglicéridos que forman en las células,
vacuolas no delimitadas por membranas, las cuales pueden desplazar el nacleo de

su localizacion habitual (Stevens y col., 2003) tal como sucede en los adipocitos.
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2.6. Tejidos analizados

2.6.1. Corazoén

Es una bomba muscular que mantiene el flujo unidireccional de la sangre. Consta de
cuatro cavidades: dos ventriculos y dos auriculas. Ademas, esta constituido por tres
capas: endocardio, miocardio y pericardio (Cénsole y Vidal, 2017; Ross y Pawlina,
2008):

e Elendocardio esta constituido por endotelio y un tejido conectivo subendotelial
por donde transcurre el sistema cardionector.

e El miocardio es tejido muscular estriado con cardiomiocitos.

e El pericardio tiene 2 hojas: visceral o epicardio y parietal constituidas por tejido
conectivo y mesotelio.

En la Figura 4 se muestra una micrografia representativa del masculo cardiaco.

Figura 4. Micrografia del masculo
cardiaco (Ross y Pawlina, 2008)

2.6.2. Higado

El higado es la central metabdlica del cuerpo; su funcion es mantener los niveles
apropiados de nutrientes en la sangre para ser utilizados por el cerebro, masculos y
otros tejidos periféricos. Su mision es tan importante, que todos los nutrientes
absorbidos por el intestino excepto los &cidos grasos son vertidos directamente a la

vena porta, la cual drena en este 6rgano (Vazquez-Contreras, 2003).
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Uno de los cambios morfolégicos observados en el higado es el cambio graso, elcual
segun Stevens y col. (2003) es una “manifestacion de desestructuracion metabdlica
subletal observada en ciertos tipos celulares con alta demanda de energia. La
alteracion resulta més frecuente en el higado, pero también ocurre en el miocardio y
en los rifiones. Siguiendo este contexto, para el caso del tejido adiposo retroperitoneal,
es importante resaltar que el hecho de haber mayor cantidad de tejido no es un
indicador de que hay mayor proporcién de masa, ya que la pérdida de masa disminuye

su tamafio mas no la cantidad”.

De acuerdo con la definicion de Bacha y Bacha (2012) “el higado es una glandula
grande y lobulada; cada uno de los l6bulos esta cubierto por una membrana llamada
mesotelio debajo del cual hay una capa delgada del tejido conectivo llamada la capsula

de Glisson.”

Ademas, el higado cumple con las siguientes caracteristicas: (Departamento de
Biologia Celular y Tisular, 2012). La mayoria de sus elementos son células
parenquimatosas (hepatocitos) los cuales convierten gran parte del material nutritivo

que se lleva al higado en productos de almacenamiento como el glucégeno:

1 Gracias a la arteria hepéatica derecha e izquierda (25%) el higado recibe sangre
oxigenada. De igual forma, la vena porta contribuye con el 75% de sangre
oxigenada y, ademas, establece la comunicacién con la circulacién general
(esofégicas rectales y peritoneales) (Red de Salud de Cuba, s.f.)

2. A través de los conductos hepéaticos se produce la bilis la cual se dirige a la

vesicula biliar para su concentracion.

Es importante mencionar que, de acuerdo con Bacha y Bacha (2012), “los tractos porta
(areas) ocurren en los intersticios de tres o mas Iébulos. Cada tracto contiene una o
mas ramas de la vena porta, arteria hepatica, vesicula biliar y vaso linfatico, Estos

componentes diversos estan soportados por el tejido conectivo”.

Finalmente, en la Figura 5 se observa la micrografia de una seccién delhigado de un
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gato a un aumento de 125x.

Figura 5. Micrografia de higado:
(5) Vena central, (7) Hepatocitos,
(10) Ndcleo de los hepatocitos,
(13) Sinusoides hepaticos

(Bacha y Bacha, 2012)

2.6.3. Rilones

Los dos rifiones estan altamente vascularizados, compuestos por glandulas tubulares
las cuales tienen la funcidn de mantener la composicion de los fluidos del cuerpo a un
nivel constante y de eliminar los desechos excretores. Cada rifibn se encuentra
rodeado por una capsula de tejido conectivo, la cual puede contener una distinta capa

de musculo liso en su porcién mas profunda (Bacha y Bacha, 2012).

De acuerdo con Hansel y col. (2016) “en estado fresco, la corteza del riidn tiene una
apariencia de color rojo pardo, es un color indicativo de que el flujo de la sangre esta
pasando a través de las conexiones vasculares complejas. Cada minuto, los rifiones
reciben aproximadamente el 20% de la salida cardiaca, con un 90% directamente a la
corteza y el 10% a la médula. El corpusculo renal representa la porcion inicial dilatada
de las nefronas. Ademas, este es un conjunto de capilares glomerulares rodeado por

capas viscerales y parietales a lo que se le conoce como la capsula de Bowman”.
En la Figura 6 se muestra una micrografia de luz del corpusculo renal donde se puede

observar la capa parietal de Bowman (BC) rodeado por tubulos contorneados
proximales (PCT) y tubulos contorneados distales (DCT).
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Figura 6. Micrografia del
corpusculo renal (Hansel y col.,
2016)

De acuerdo con Stevens y col. (2003), en relacion con los cambios morfologicos en los
rinones “la primera evidencia microscopica de lesion celular es la pérdida de la
intensidad tintorial normal del citoplasma debido a la tumefaccion de los organelos

unidos a las membranas”.

2.6.4. Tejido adiposo retroperitoneal

El tejido adiposo es un tejido conjuntivo especializado que cumple una funcién
importante en la homeostasis energética. En todo el tejido conjuntivo laxo aparecen
células adiposas (adipocitos) individuales o reunidas en grupos. Para su supervivencia,
el organismo necesita asegurar que el aporte de energia sea constante a pesar de que
la disponibilidad de sustancias nutritivas desde el medio externo sea variable. La
capacidad corporal de almacenar carbohidratos y proteinas es limitada por lo que las
reservas de energia se almacenan dentro de las gotitas de los lipidos de los adipocitos

en forma de triacilgliceroles (Ross y Pawlina, 2008).

De acuerdo con Cénsole y Vidal. (2017), el tejido adiposo presenta 2 variedades:

e Tejido adiposo unilocular (grasa blanca o amarilla): Este tejido almacena
energia, es termogénico, amortigua los golpes y secreta hormonas. Sus
adipocitos son células con una inclusion lipidica voluminosa que empuja nucleo

y citoplasma hacia la periferia. Los adipocitos uniloculares secretan leptina.
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e Tejido adiposo multilocular (grasa parda): El color pardo es debido a la
presencia de citocromos, es amortiguador de traumas y termogénico mediante
la actividad de la noradrenalina. Los adipocitos multiloculares derivan del
mesénquima, son mas pequefios que los uniloculares y su ndcleo suele ser
excéntrico. Presentan inclusiones lipidicas de diferentes tamafios y numerosas
mitocondrias.

Finalmente, en la Figura 7 se aprecia una micrografia de tejido adiposo unilocular.

Figura 7. Micrografia de
tejido adiposo unilocular
(Ross y Pawlina, 2008)

2.7. Hormonas analizadas

2.7.1. Glucagén

De acuerdo con Brandan y col. (2006) el glucagon “es un péptido de 29 aminoacidos
(28 segun Morgado y col., 2008), sintetizado y segregado o secretado por las células
a del pancreas endocrino. La estructura es idéntica en todos los mamiferos y ha
conservado un alto grado de analogia a lo largo de la evolucién”. El glucagén aumenta
durante el ayuno y el ejercicio, provocando una caida de la glucemia; cuando esto
sucede, el aumento de glucagon va asociado siempre a una disminucién de la insulina.
Contrario a esto, cuando la glucemia aumenta, la secrecion de glucagon se suprime.
Es importante mencionar que dicha hormona desempefa un papel importante como

proveedor de combustible al sistema nervioso central en el periodo de ayuno. Las
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acciones del glucagoén tienen lugar fundamentalmente en el higado y el resultado final
es la liberacién de glucosa al torrente sanguineo (Brandan y col., 2006).

2.7.2. Grelina

Es una hormona gastrointestinal identificada como un potente regulador de la
alimentacion y control de la masa corporal. La secrecion de esta hormona es
prominente antes de la hora de comida y decrece después de la ingesta. Esto ocurre

en individuos que cuentan con horarios regulares de alimentacion.

Es importante mencionar que la grelina es un péptido residual formado por
aminoacidos, producido principalmente en el estbmago por las células del fundus
(Frihbeck y col., 2004; Gnanapavan y col., 2002), aunque también hay secrecion
desde intestino, pancreas, rifiones, pulmdn, placenta, testiculos, pituitaria e hipotalamo
(Morgado y col., 2008).

2.7.3. Insulina

Es una hormona polipeptidica que es secretada por las células 3 de los islotes
pancreéticos. En mamiferos se libera bajo la influencia de varios estimulos, entre ellos,
el consumo de proteinas y de glucosa. Algunos carbohidratos se metabolizan y
aumentan los niveles de glucosa en el plasma sanguineo, provocando laestimulacion
inmediata de insulina en la circulacion portal e induciendo su liberacion. Esta hormona
actla en las células diana principalmente en el higado, en los masculos y en el tejido

adiposo, iniciando una transduccion de sefales (Heredia y col., 2015).

De acuerdo con Jagua y col. (2008) “la insulina es una hormona con efectos sobre el
metabolismo y crecimiento normal de muchas células del cuerpo. En las ultimas
décadas se han descubierto, ademas, sus efectos sobre funciones del sistema
nervioso central: modulacion del ciclo apetito-saciedad, funcion reproductiva,

liberacidon de neurotransmisores, supervivencia neuronal y plasticidad sinaptica. Las
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evidencias obtenidas desde modelos animales y hallazgos neuropatologicos han
permitido entender parte de los mecanismos que asocian a la sefal de la insulina con

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer”.

2.7.4. Leptina

Es una de las adipocinas sintetizada y secretada casi exclusivamente por el tejido
adiposo y la cantidad liberada es directamente proporcional a la masa de tejido
adiposo. Regula la liberacion del glicerol en los adipocitos (Cénsole-Vidal., 2017). Es
un péptido que circula en la sangre, actia en el sistema nervioso central, regulando
parte de la conducta alimenticia y el balance de energia. La proteina madura
comprende una secuencia de 167 aminoacidos, tiene una masa molecular de 16 kD y
presenta una estructura terciaria similar a la de las citosinas clasicas de hélice larga.
La leptina humana tiene una homologia de aproximadamente 84% con la de raton y

83% con la de rata (Almanza y col., 2008).

2.7.5. Péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP en inglés)

Fue descubierto en 1973 por su capacidad de inhibir la secrecion de acido en bolsas
gastricas con pérdida en la tension nerviosa por lo que se le denomind polipéptido
inhibidor gastrico (GIP, en inglés). El efecto fisiologico mas relevante es la regulacion
de la homeostasis de la glucosa posterior a la ingesta de alimentos. Esto ocurre a
través de la estimulacién en la secrecion de insulina y en diversas acciones
extrapancreaticas. Ademas, diversos estudios muestran que participa en la generacién
de la obesidad y en la resistencia a la insulina inducida por dietas con alto contenido

de grasas en algunos tipos de ratones (Romero, 2007).
De igual forma, dicha hormona es secretada por células enteroendocrinas especificas

y por células K localizadas principalmente en el duodeno a lo largo de toda lamucosa

del intestino delgado: Su secrecion es estimulada por la ingestion de alimentos ricos
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en carbohidratos y grasas que producen un incremento de 10 a 20 veces en su
concentracion plasmatica (Romero, 2007).

2.8. Determinaciones realizadas

2.8.1. Colesterol total

Segun Badui (2006) “el colesterol es el mas abundante de los esteroles del tejido
animal (representa el 95%). Esta presente como integrante de las membranas
celulares y es de vital importancia para el hombre en la sintesis de un gran numero de
hormonas, asi como de la vitamina D y de las sales biliares. Hay que observar que del
colesterol que se encuentra en la sangre del humano (150 a 250 mg por 100 mL), sélo
aproximadamente el 35% proviene de la dieta y el resto es sintetizado en el higado

segun la ruta del acido mevalénico, en una proporcion de mas de un gramo pordia.”

Existe evidencia en que el incremento en los niveles de colesterol y de lipoproteinas
en sangre se asocia con la progresion en la enfermedad de esclerosis mdltiple y otras

enfermedades neurodegenerativas.

Dicha asociacién puede estar regulada por la via de oxisteroles (6xidos de colesterol)
y secosteroles. Los oxisteroles son productos enzimaticos y de auto-oxidacion del
colesterol, los cuales, en algunos grupos funcionales contienen uno o mas atomos de
oxigeno, por ejemplo, en los grupos hidroxilo, ceto, hidroperéxidos y epoxi; los atomos
pueden dirigirse a diferentes posiciones del anillo molecular o en las cadenas laterales.
Los secosteroles estan compuestos por un anillo de esterol con una ruptura en el
enlace entre el C9y el C10. La vitamina D y sus metabolitos son el prototipo enddégeno
de los secosteroles. Ambos son fundamentales en la regulacion de la homeostasis del

colesterol en la periferia del cerebro (Narayanaswamy y col., 2015).
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2.8.2.Glucosa sérica

El contenido de glucosa, tanto en las células como en el organismo depende de su
ingreso, sintesis y consumo. La mayoria de los organismos utilizan la glucosa como
principal fuente de energia para realizar sus procesos, ademas, el contenido de esta
molécula dentro del organismo debe permanecer estable. Durante el ayuno, el higado
mantiene los niveles de glucosa en sangre por el rompimiento de sus reservas de
glucégeno. Si el ayuno es prolongado, es capaz de liberar glucosa por la
gluconeogénesis, lo cual permite el abastecimiento de energia al resto del organismo
(Osorio y Salceda, 2012).

La diabetes tipo 2 es una de las enfermedades con mayor crecimiento de la salud
publica del mundo. Dicha enfermedad genera un aumento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y la enfermedad coronaria. Los niveles de glucosa en
sangre que se determinan para diagnosticar dicha patologia han sido considerados
como un umbral para las complicaciones microvasculares como la retinopatia (Ahn y
col., 2017).

2.8.3.Triglicéridos

Gran parte de los acidos grasos del cuerpo humano se encuentra en forma de
triglicéridos. Los triglicéridos, también denominados grasas neutras, son ésteres de
glicerol y su funcién es actuar como compuestos de energia altamente concentrada.
La sintesis de triglicéridos se lleva a cabo fundamentalmente en el intestino, higado y
tejido adiposo. El intestino y el higado sintetizan triglicéridos para la exportacion a otros
tejidos, mientras que el tejido adiposo sintetiza triglicéridos para almacenarlos como

reserva (Sanchez y Gil, 2001).
La cantidad de lipidos totales en el cuerpo y la distribucion en la que se encuentran

son de mas importancia que la sola medicion de la masa corporal para la evaluacion

de la obesidad. En la actualidad, existen diversos métodos usados para determinar

47



esa distribucion. Entre los mas confiables, se encuentran los modelos de composicién
corporal mdltiples, mediciébn de la masa corporal bajo el agua, pletismografia
(desplazamiento de aire, ver Glosario), técnicas que regulan el gasto energético
corporal y la densitometria 6sea mediante rayos X. En este caso, existe una fuerte
correlacion entre el indice de masa corporal y el porcentaje de lipidos en el organismo.
Es importante mencionar que la cantidad de lipidos totales son los que tienen un rol

importante en los desordenes metabdlicos (Celik y col., 2015).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1. Esquema general de la investigacion

A continuacion, en la Figura 8 se expondra la metodologia seguida durante el

desarrollo experimental de esta investigacion.

1. Extraccion de 6rganos y conservacion

Eutanasia de las 175 ratas hembrasy
machos )
Obtencidn y conservacion de los
organos en solucion de formol al 10%
Obtencidn de las muestras sanguineas

v

1.2. Pruebas histolégicas

1.2.1 Realizaciéon de cortes

Realizacion de cortes histoldgicos y obtencién de

bloques tisulares (Figura A.1.1, Anexo 1) —>

Inclusion en casettes para procesamiento histologico
Obtencién de las 700 muestras (tejido adiposo,
cardiaco, hepatico y renal de 175 muestras cada uno)

1.2.4 Extensién, adhesion y secado

Los cortes son puestos en un bafio de flotacion de
la marca LEICA HI1210 (Figura A.1.4., Anexo 1)

La muestra se obtiene en un portaobjetos

L

1.2.5 Coloracién y observacion al microscopio

Remocién de la parafina con xileno y rehidratacion de la
muestra

Realizacion de tincién por el método de Hematoxilina —
Eosina (HE) y proteccién con el cubreobjetos (Figura
A.1.5., Anexo 1)

Observaciones en el foto-microscopio 40X

1.1. Pruebas bioquimicas
e Evaluacién de parametros
bioquimicos: Determinacién de
glucosa, triglicéridos, colesterol,
insulina, glucagon, grelina, leptina,
entre otros (Mendoza-Pérez,2017)

—> Version 15.2.05 y

1.2.2 Técnica de inclusién en
parafina (Figura A.1.2., Anexo 1)

«  Deshidratacioén con series
graduadas de etanol

»  Aclaramiento con xilol

* Inclusién en parafina

'

1.2.3 Microtomia

»  Cortes histolégicos a 6pum
de grosor (Figura A.1.3.,
Anexol)

2. Analisis de resultados

+ Andlisis estadistico mediante
el software estadistico
StatgraphicsCenturion XV

GraphPadPrism 6

+ Comparaciéon de los andlisis
histolégicos y bioquimicos
obtenidos

¥

3. Conclusiones y recomendaciones

Figura 8. Diagrama general de la metodologia seguida durante la investigacion
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3.2. Descripcion de la metodologia

La descripcion completa de la metodologia se presenta en la tesis de Maestria en
Ciencias previa a esta investigacion (Mendoza-Pérez, 2017), donde se dan los
resultados de ganancia de masa corporal, relacion de masa de 6rganos:masa del
espécimen, evaluacion de parametros bioquimicos como la determinacién de glucosa,
triglicéridos, colesterol, insulina, glucagon, grelina, leptina, entre otros para los
animales modelo de 11 grupos o lotes con 8 ratas en cada uno de los dos sexos,
machos y hembras. Se inici6 este experimento con ratas Wistar recién destetadas y
su duracion fue de 120 dias. Considerando la publicacién de Sengupta (2013), se
podria sefialar que estos animales modelo estarian simulando la edad de seres
humanos de 2 afios (destete natural) hasta 17 aiflos (Anexo 6). El disefio experimental
consideré dos variables, el sexo (masculino y femenino) y el tipo de edulcorante
ingerido con el agua potable suministrada (nueve edulcorantes, tres cal6ricos y 6
hipocaldricos) y la variable de respuesta fue el efecto sobre la salud general de los

animales modelo.

En esta fase de la investigacion se llevaron a cabo diversas actividades en torno a la
fijacion, tincidn y observacion del tejido adiposo retroperitoneal y de los tejidos de los
organos rifiones, higado y corazén de las 176 ratas (88 hembras y 88 machos) que
estuvieron en experimentacion durante 120 dias después del destete como ya se

menciond.

Todos los lotes con excepcidon de uno tuvieron como alimento la dieta normal para esta
cepa de ratas, Wistar, la llamada Teklad Global (18% de proteina, 6.2% de lipidos y
44.2% de carbohidratos): Ese uUnico lote se us6 para probar una dieta llamada por el
proveedor AIN 93M (12.4% de proteina, 4.1% de lipidos y 68.4% de carbohidratos),
con objeto de evaluar el efecto de un exceso de carbohidratos: 30% mas que la dieta
normal y un 30% menos de proteina que la dieta normal (Envigo, 2018). La informacion

pertinente se presenta en el Anexo 5.

50



Como bebida se tuvieron las soluciones de agua potable con los edulcorantes de
prueba, uno para cada lote. Los dos lotes control, uno con la dieta normal (Teklad
Global) y el otro con la dieta AIN93M, consumieron agua potable sin ningun
edulcorante. Los edulcorantes caléricos suministrados fueron: fructosa (10%), glucosa
(10%) y sacarosa (10%). Los edulcorantes hipocaloricos fueron: acesulfame de potasio
(0.05%), sucralosa (0.017%), infusién de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni (0.94%),
sacarina (0.033%), aspartame (0.3 %), una mezcla de aspartame con acesulfame de
potasio (0.15%). Tanto las dietas como el agua sin y con edulcorantes fueron

suministrados ad libitum.

Transcurridos los 120 dias de experimentacion y después de practicar la eutanasia
adormeciendo a los especimenes con CO2 para que no sufrieran estrés (Figura A.2.1,
Anexo 2), se procedi6é a separar los 6rganos de interés (Figura A.2.2, Anexo 2) y se
transfirieron a una solucion de formol al 10% v/v para endurecer los tejidos (debido a
la desnaturalizacién y coagulacién de las proteinas) y fijar las muestras (evitando la
autolisis, heterolisis y descomposicion bacteriana).

Ya conservados en formol, se almacenaron hasta realizar las pruebas histolégicas
mediante los procesos de fijacion y tincion de cada tejido. Estas actividades fueron
muy importantes ya que, con base en esta metodologia, fue posible tener las muestras
de cada érgano en un portaobjetos pudiendo, de esta manera, visualizar algun posible
dafio histolégico con la ayuda de un foto-microscopio a un aumento de 40X (Figura
A.2.3, Anexo 2).

De cada o6rgano almacenado en frascos conteniendo formalina etiquetados con
namero de rata, género y lote al que pertenecian (controles o de prueba), se realizaron
los cortes histolégicos para, mediante la disminucion del tamafio de la muestra,

colocarlos en cassettes para su procesamiento histolégico (Figura A.2.4, Anexo 2).

En este paso, el corte se realiza sobre una superficie plana y con una navaja (ambos

limpiados con una solucién de etanol) teniendo la precaucion de abarcar todo el 6rgano
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y no solamente un solo lado, ya que esto podria arrojar resultados menos confiables
debido a que no se contaria con el panorama completo del tejido en cuestién. Las
muestras se llevaron al Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México donde se
realizé la deshidratacion de cada muestra de los 6rganos con ayuda de un sistema
automatico de infiltracién de tejidos marca Leica Biosystem® modelo TP1020 (Figura
A.2.5, Anexo 2).

En este sistema el tejido pasa por una serie de cilindros que contienen etanol vy,
conforme el disolvente va aumentando su pureza, el tejido se encontrara al final
totalmente inmerso en etanol absoluto logrando una total deshidratacion. Es
importante que el tejido se encuentre deshidratado para lograr cortes mas limpios. El

exceso de etanol se elimina con xilol.

El siguiente paso es el recubrimiento de los tejidos con parafina empleando un sistema
modular de inclusion de tejidos marca Leica Biosystems® modelo EG1150 (Figura
A.2.6, Anexo 2). En él se realiza la inmersiéon del tejido en parafina liquida a 60°C
dentro de un molde especifico mediante un dispensador automatizado que regula la
temperatura y la cantidad de parafina afiadida. Posterior a este proceso, la parafina se
debe solidificar a una temperatura menor a 56°C. Con la finalidad de que la adhesion
al portaobjetos sea la 6ptima debe utilizarse un microtomo rotatorio. El empleado fue
de la marca Leica Biosystems® modelo RM2125 RTS (Figura A.2.7, Anexo 2).

Los cortes obtenidos generalmente presentan arrugas, por lo que es necesario
extenderlos y adherirlos a las laminas del portaobjetos. Para esto, los cortes se colocan
en un bafo de flotacion con una superficie de elevada tasa de conductividad térmica
marca Leica Biosystems® modelo HI1210 (Figura A.2.8, Anexo 2) con la finalidad de
que la parafina se suavice y se puedan eliminar las arrugas. Es importante mencionar
que la temperatura dentro del agua debe ir aumentandose paulatinamente.
Posteriormente, después del bafio de flotacién se recupera el tejido con la ayuda de

un portaobjetos, el cual se deja secar en un sistema de enfriamiento con ayuda de un
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sistema modular de inclusion de tejidos marca Leica Biosystems® modelo EG1150
(Figura A.2.9, Anexo 2) en la cual se mantiene una temperatura constante de -5°C
para que la parafina solidifigue nuevamente y pueda ser removida posteriormente con

xilol.

Finalmente se realiza la rehidratacion del tejido para continuar con la tincién
empleando la metodologia de Hematoxilina-Eosina (HE) en la cual las uniones
electrostaticas juegan un papel fundamental para su coloracién. Los grupos con carga
negativa, como los acidos nucleicos (grupos fosforicos) o las proteinas (-COOH) se
unen con el colorante basico (hematoxilina), ya que se comportan como cationes. El
colorante &cido (eosina) con cargas electronegativas se fija fundamentalmente con los
grupos con carga positiva (grupos amino de las proteinas). El proceso de tincion se
compone de diversas etapas que contemplan la eliminacion del exceso de colorante
por diferenciacién con agua, alcohol o acidos débiles, la clarificacion con xilol, adicion
de resinas como el balsamo de Canada, entre otros (Sandritter y Thomas, 1979).
(Figura A.2.10, Anexo 2). La observacién al microscopio se basa en la identificacion
de la estructura tisular del higado y/o rifiones, en la cual se observaron de coloracion
azul (hematoxilina), los organelos citoplasmaticos basofilos, los nacleos celulares y la
presencia de calcio; por otra parte, de coloracién roja (eosina) se observaron los

citoplasmas y las fibras conjuntivas (Sandritter y Thomas, 1979).

Para terminar, se mencionard que solamente se analiz6 una muestra de cada tejido
(cuatro 6rganos, 175 animales modelo, dando 700 portaobjetos para analizar). Estos
portaobjetos se conservaran para, en un estudio posterior, tomar muestras de otras
cuatro partes de cada 6rgano y poder comparar al menos 5 portaobjetos de cada tejido,
dando un total de 3,500 datos experimentales. De los dos rifiones se tomo al azar uno

de ellos para tomar el corte inicial de cada animal modelo.
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3.3. Anélisis estadistico

La magnitud del posible dafio histologico existente en las estructuras tisulares se
fundamenta en la aparicion de anomalias morfolégicas observadas a nivel
microscopico comparando las micrografias obtenidas con las existentes en la literatura
para los 6érganos de ratas Wistar de la misma edad asi como con los érganos de los
animales modelo del lote control. Con base en esto se asignan 4 niveles de dafio

observado de la siguiente manera:

Dafo grave: + + + Dafio moderado: + + Dafo leve: + Ausencia de dafio: -

Para ello, se toman en cuenta seis parametros asociados con dafio renal, hepatico y
cardiaco, asi como un parametro especifico para el tejido adiposo retroperitoneal,
todos ellos causados en el caso de esta investigacion, por un lado por la dieta AIN93M

consumida o por los edulcorantes suministrados con el agua potable.

Estos parametros son: (1) Pigmento de desgaste o lipofuscina (para tejido del
miocardio -corazén-), (2) Necrosis miocardia (corazon), (3) Degeneracion vacuolar
(higado), (4) Fibrosis/Inflamaciéon (higado), (5) Dafio glomerular por incremento en
células mesangiales (rifiones), (6) Degeneracion celular tubular (rifiones) y (7) Longitud
mayor adipocitaria (Tejido adiposo retroperitoneal).

Para realizar el analisis estadistico (andlisis de varianza, ANDEVA, de dos vias,
relacion de medias y pruebas a posteriori con un nivel de confianza del 95%) de los
resultados de estos parametros, se asigna un namero a cada nivel de dafio. De esta
manera se logra identificar la posible diferencia entre los animales modelo de los
grupos que consumieron los edulcorantes en estudio, dependiendo de su sexo, con

respecto del nivel de dafio histolégico. Estos numeros fueron:

++4+=3, ++ =2, +=1, -=0
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Por ejemplo, en la Tabla A.3.1, Anexo 3, se ejemplifica la asignacion de los niveles
de dafo en cada tejido. Cabe mencionar que el prototipo de esta tabla es igual para
cada una de las 175 ratas. En la Tabla A.3.2, Anexo 3, se muestran los resultados

generales de los parametros evaluados.

También es importante considerar que, para este andlisis, no se tomo en cuenta la rata
namero 154 del grupo que ingirid sacarosa del sexo masculino, debido a que fallecié
la noche anterior a la eutanasia y, desafortunadamente, como no habia presentado
ningun sintoma en los 120 dias de duracion del experimento, no pudo determinarse la

causa de la muerte.

Finalmente, el andlisis estadistico se realiz6 con los paquetes informéticos
STATGRAPHICS Centurion XV Version 15.2.05 y GraphPadPrism 6.

55



CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados histolégicos

4.1.1. Corazon

4.1.1.1. Lipofuscina

Uno de los parametros que se evalud en el tejido a nivel miocardio fue el compuesto
de desgaste lipofuscina. En la Tabla 1 se muestran los resultados asociados a este
pardmetro. Al tener valores de P>0.05 en los factores edulcorante (0.4661), sexo
(0.1051) y la interaccion entre ambos factores (0.8108) se puede mencionar que no
hubo un efecto estadisticamente significativo para ninguno de ellos. Es importante
resaltar que dicho pigmento es un bioindicador preciso de estrés y envejecimiento
celular (Ross y Pawlina, 2008; Silva, 2009).

Tabla 1. Analisis de varianza para lipofuscina con un 95% de confianza

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon- | Valor-
cuadrados medio F P
Efectos principales
A:Edulcorante 2.3813 10 0.2381 0.98 | 0.4661
B:Sexo 0.6480 1 0.6480 2.66 | 0.1051
Interacciones

AB 1.4666 10 0.1467 0.60 | 0.8108

Residuos 37.3036 153 0.2438

Total (corregido) 41.7943 174

Gl: Grados de libertad
En un estudio realizado con ratones (Silva, 2009) se observd que la presencia de

lipofuscina fue notoria a partir de los 4-6 meses de edad. Por tanto, para observar tal

caracteristica en este experimento, habria sido necesario que el estudio fuesellevado
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a cabo con un tiempo mayor al de esta investigacion (al menos entre 120 y 180 dias
después del destete). La lipofuscina en el caso de los seres humanos se desarrolla
principalmente en edades avanzadas, por lo que su presencia esta ligada a distintos
factores; uno de ellos es la peroxidacion lipidica y el otro el dafio mitocondrial (Fiorelini
y col., 2014). Por tanto, al no presentar dafio aparente en estos animales, se tendria
que tomar en cuenta la relacion inter-especie (entre ratas y humanos) para analizar

gue la dieta no es la Unica causa que da origen a este pigmento (Anexo 6).

4.1.1.2. Necrosis a nivel miocardio

Por otra parte, se analizé el nivel de dafio con relacion a la posible presencia de
necrosis en tejido a nivel miocardio. De acuerdo con los resultados presentados en la
Tabla A.3.2, Anexo 3, ningun animal en estudio presenté dicha caracteristica. Por
tanto, no hay presencia de ningun dafio morfolégico a nivel celular agudo o crénico
que involucre la presencia de alguna patologia respecto a la ingesta de edulcorantes
(Martinez, 2006). Por ello, se recomienda un estudio que involucre un mayor tiempo
con el objetivo de analizar la posible presencia de necrosis a nivel miocardio y a la

presencia de lipofuscina.

4.1.2. Higado

4.1.2.1. Degeneracién vacuolar

De acuerdo con los resultados obtenidos durante la experimentacién y con las tablas
de resultados A.3.1. y A.3.2. encontradas en el Anexo 3, se realizo el andlisis de
varianza que se puede observar en la Tabla 2.

En la Tabla 2 puede verse que tanto para el dafio asociado con los edulcorantes y con

la interaccion entre sexo y edulcorantes no hubo diferencia estadisticamente

significativa. Sin embargo, se puede observar que para el factor sexo si existe una
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diferencia significativa, lo que indica que el comportamiento entre las ratas macho y

las ratas hembra fue distinto.

Tabla 2. Analisis de varianza para degeneracion vacuolar con un 95.0% de confianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados medio
Efectos
principales
A: Edulcorante 4.6130 10 0.4613 0.8500 0.5817
B: Sexo 3.0609 1 3.0609 5.6400 0.0188
Interacciones
AB 8.1282 10 0.8128 1.5000 0.1452
Residuos 83.0536 153 0.5428
Total(corregido) 98.8571 174

Gl: Grados de libertad

Para esto, se realizé una prueba de rangos multiples por el método de Duncan al 95%
de confianza, la cual se puede observar en la Tabla 3. En ella se muestra que las ratas
hembras presentaron un mayor nivel de dafio hepatico vacuolar que las ratas macho

Yy, a su vez, se confirma que el comportamiento no fue homogéneo entre ambos sexos.

Tabla 3. Prueba de rangos multiples por el método de Duncan al 95.0 % de

confianza para degeneracion vacuolar en higado

Sexo Casos | MedialLS | Sigma Grupos
LS homogéneos
M 87 0.8864 0.0785 X
H 88 1.1510 0.0790 X
Contraste Sig. Diferencia
H-M * 0.2646

* indica una diferencia significativa
LS: Least squares, por sus siglas en inglés. Minimos cuadrados

Para este caso, es importante mencionar que aquellas células con un metabolismo
activo, por ejemplo, los hepatocitos, son aquellas que presentan mayor susceptibilidad
a tener dafios celulares (Kumar, 2015).
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Muchas de estas lesiones se asocian con la aparicién de pequefias vacuolas lipidicas
en el citoplasma alrededor del nucleo. Posteriormente, las vacuolas se fusionan para
crear espacios que desplazan al nucleo hacia la periferia de la célula lo que en algunos
casos induce la ruptura de células vecinas y sus globulos de grasa se fusionan
produciendo los denominados quistes grasos o lipidicos (Kumar, 2015). Dicho esto, la
asociacion de este dafo con la presencia de lipidos es importante y es probable que
aguellas ratas que tuvieron una mayor presencia de dafo por degeneracion vacuolar

sean propensas a padecer higado graso al llegar a la tercera edad.

De acuerdo con el estudio de Shimony y col. (2015), la exposicidon habitual en el
consumo de bebidas edulcoradas con sacarosa, con azUcar afiadida y en un nivel
mayor notable con fructosa total, puede afectar la lipogénesis hepatica de mujeres
jovenes sin condiciones de salud aparentemente adversas, incluso en niveles
moderados. De igual forma, con base en esta investigacién y en un incremento de dos
enzimas del higado (alanina y aspartato aminotranfersas) Shimony y col. (2015)
teorizan gque “existe un riesgo para la poblacion de mujeres de padecer higado graso”.
De acuerdo con esta afirmacién, se puede observar en la Figura 9 la confirmacién de
que las ratas hembra tendieron a presentar mayor degeneracion vacuolar que las ratas
macho, con un valor de leve a moderado para las ratas hembra (1.15) y de nulo a leve

para las ratas macho (0.89).

Degeneracionvacuolar (u.a.)

Figura 9. Nivel del dafio degeneracion vacuolar con respecto al sexo
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De acuerdo con esto, se realizé un andlisis de varianza de una via para cada sexo, los

cuales se muestran en las Tablas 4y 5.

Tabla 4. Analisis de varianza para degeneracion vacuolar con un 95.0% de confianza

para ratas hembras con respecto al edulcorante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-
cuadrados medio P
Entre grupos 3.5227 10 0.3523 0.59 0.8202
Intra grupos 46.2500 77 0.6006
Total (Corr.) 49,7727 87

Gl: Grados de libertad

Tabla 5. Analisis de varianza para degeneracién vacuolar con un 95.0% de confianza

para ratas macho con respecto al edulcorante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-
cuadrados medio P
Entre grupos 6.6160 10 0.6616 0.81 0.6225
Intra grupos 62.3036 76 0.8198
Total (Corr.) 68.9195 86

Gl: Grados de libertad

Basado en estos resultados es posible afirmar que no hubo diferencias significativas

ni para machos ni para hembras con respecto a los edulcorantes, por lo cual esto indica

que el dafio hepatico presentado para ambos sexos no fue asociado directamente con

los edulcorantes.

La degeneracion vacuolar en higado puede inducirse por factores ajenos a la

experimentacion. Entre ellos se encuentran los agentes patolégicos que propicien un

dafio subletal con relacion a las alteraciones en la membrana plasmatica y que reflejen

trastornos en la regulacion de iones y fluidos producidos por la pérdida de ATP (Kumar,

2015).
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De igual forma, segun el estudio de Mock y col., (2016), la acumulacién de triglicéridos
en el higado se puede deber a la disminucion en la capacidad de liberar lipoproteinas
ricas en triglicéridos debido a la limitacién fisica del higado en exportar lipoproteinas
de baja densidad (LDL), las cuales exceden el diametro de los poros endoteliales con
disposicion sinusoidal. Para esto, se recomienda incrementar los estudios realizados,
como por ejemplo la expresion de la proteina microsomal transferidora de triglicéridos
(MTP) la cual, segun Mock y col. (2016), “es necesaria para coordinar y secretar las

lipoproteinas ricas en triglicéridos del higado”.

4.1.2.2. Fibrosis/Inflamacion

Por otra parte, se analizé también el dafio de fibrosis e inflamacion en el tejido hepatico.
En la Tabla 6 se presenta el andlisis de varianza que se realiz6 con la finalidad de
comparar dicho dafio con la posible influencia de los edulcorantes, asi como con el

sexo de las ratas.

Tabla 6. Analisis de varianza para fibrosis e inflamacién con un 95.0% de confianza

Fuente Suma de Gl Cuadrad | Razon-F Valor-P
cuadrados o0 medio
Efectos principales
A: Edulcorante 5.0174 10 0.5017 1.4700 0.1555
B: Sexo 0.3115 1 0.3115 0.9100 0.3409
Interacciones
AB 1.5616 10 0.1562 0.4600 0.9147
Residuos 52.2143 153 0.3413
Total (corregido) 59.1200 174

Gl: Grados de libertad

En la Tabla 6 se aprecia que no existen diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los parametros. Si se llegard a observar alguna diferencia, este
comportamiento se podia deber a diversos factores externos que promuevan el dafio,
como la dieta consumida, los factores genéticos, las enfermedades asociadas, entre

otros.
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Este apartado se complementara con la discusion relacionada a las pruebas
bioguimicas de las que se hablard mas adelante.

4.1.3. Riflones

4.1.3.1. Dafo glomerular

En la Tabla 7 se muestra el analisis de varianza con respecto al dafio glomerular para
los cambios morfolégicos en los rifiones considerando tanto el edulcorante ingerido
como el sexo de los especimenes, encontrandose que el valor de P>0.05 para los
factores edulcorantes, sexo e interaccidon entre ambos no presentan una diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 7. Analisis de varianza para dafio glomerular con un 95.0% de confianza

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razén-F | Valor-P
cuadrados medio
Efectos principales
A: Edulcorante 6.2746 10 0.6275 0.7600 0.6704
B: Sexo 0.8521 1 0.8521 1.0300 0.3124
Interacciones
AB 10.8142 10 1.0814 1.3000 0.2332
Residuos 126.9290 153 0.8296

Total (corregido) 144.7770 174
Gl: Grados de libertad

Dado que los rifiones participan en diversas funciones metabdlicas tales como
produccion de orina, regulacion del equilibrio electrolitico, regulacion del movimiento y
pérdida de agua de forma concertada con la piel y los pulmones y excrecion de
desechos metabdlicos (Carmona, 2016), no se atribuyeron los cambios morfol6gicos

en el glomérulo a la ingesta de edulcorantes o al sexo de los especimenes en estudio.

De igual forma, es importante mencionar que los pacientes que padecen de alguna de
las alteraciones metabdlicas englobadas en el término sindrome metabdlico (obesidad,
glucosa elevada en sangre, presion sanguinea alta, niveles séricos de colesterol alto

y resistencia a la insulina, ver Glosario) tienden a presentar dafios en el tejido renal
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gue pueden provocar enfermedades de los riflones e incluso pueden provocar un fallo
renal. Entre las mayores patologias con respecto a este érgano se encuentran la

hipertrofia (proliferacion de células glomerulares) y la esclerosis (Li y col., 2015).

Ademas, actualmente en México la etiologia mas frecuente es la diabetes mellitus,
siendo responsable del 50% de los casos de enfermedad renal, seguida por la
glomerulonefritis (dafio glomerular) y la hipertension arterial (Venado y col., 2016).

4.1.3.2. Degeneracioén celular tubular

Por otra parte, se realizo la evaluacion de la degeneracién celular tubular tomando en
consideracion el tabulo distal, el tibulo proximal y el tabulo colector. Para ello, se
realiz6 un andlisis de varianza incluyendo los factores sexo y edulcorante. Dicho
analisis se aprecia en la Tabla 8 donde se observa que no hubo diferencia

estadisticamente significativa ni para el factor edulcorante ni para el factor sexo.

Tabla 8. Analisis de varianza para degeneracién celular tubular con un 95.0% de

confianza
Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razo6n-F Valor-P
cuadrados medio
Efectos principales
A: Edulcorante 3.6047 10 0.3605 0.4300 0.9292
B: Sexo 3.0986 1 3.0986 3.7100 0.0559
Interacciones
AB 17.4035 10 1.7404 2.0800 0.0288
Residuos 127.7140 153 0.8347
Total (Corregido) 151.5090 174

Gl: Grados de libertad

Sin embargo, es posible notar que existe una diferencia significativa para la interaccion
entre ambos factores. Esta diferencia indica que el dafio histolégico no siguio la misma
tendencia entre machos y hembras con respecto a cada edulcorante, es decir, el nivel

de dafio que se presentd para los grupos de ratas macho ingiriendo edulcorantes no
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fue el mismo que para las ratas hembra. Esta tendencia se observa en las Figuras 10
y 11.

Se observa en la Figura 10 que el grupo de ratas hembra que consumieron sacarosa
y la mezcla de acesulfame de potasio con aspartame fueron las que presentaron el
mayor dafio renal, sin embargo, en la Figura 11 se observa que el grupo de ratas
macho que consumieron los mismos edulcorantes fueron las que presentaron el nivel
de dafio menor. Esto corrobora que el comportamiento metabdlico de las ratas macho
y las ratas hembra fue distinto con respecto a la ingesta de edulcorantes (P= 0.0288,
Tabla 8).
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Figura 10. Nivel de degeneracién celular tubular para ratas hembra por edulcorante

Dicho esto, en las Tablas 9 y 10 se presentan los analisis de varianza para la
degeneracion celular tubular de las ratas macho y las ratas hembra, apreciandose que
las diferencias que existen entre ambos sexos no fueron significativas (P>0.05). Estos
analisis indicaron que no hay diferencias estadisticas en el nivel de degeneracion

celular tubular atribuibles al sexo o edulcorante ingerido.
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Figura 11. Nivel de degeneracion celular tubular para ratas macho por edulcorante

Tabla 9. Analisis de varianza para degeneracién celular tubular con un 95.0% de

confianza para ratas hembra con respecto al edulcorante

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
cuadrados medio
Entre grupos 6.0227 10 0.6023 0.7800 0.6451
Intra grupos 59.2500 77 0.7695
Total (Corr.) 65.2727 87

Gl: Grados de libertad

Tabla 10. Analisis de varianza para degeneracién celular tubular con un 95.0% de

confianza para ratas machos con respecto al edulcorante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Vvalor-P
cuadrados medio
Entre grupos 13.5298 10 1.3530 1.4700 0.1661
Intra grupos 69.8036 76 0.9185
Total (Corr.) 83.3333 86

Gl: Grados de libertad

Los resultados anteriores indicaron que los edulcorantes no indujeron directamente la
degeneracion celular tubular. Sin embargo, existen estudios como el de Toyoda y col.

(2018) que manifiestan la posibilidad de que indirectamente puedan provocarlo. Es
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importante mencionar que las células tubulares forman parte de la unidad funcional de
los rifiones (nefronas) por lo que al haber una degeneracién puede provocar dafios en

el tejido renal induciendo patologias asociadas con el mismo.

4.1.4. Tejido adiposo retroperitoneal

4.1.4.1. Longitud mayor adipocitaria

De acuerdo con el Unico pardmetro evaluado en tejido adiposo retroperitoneal, se
realizo el analisis de varianza mostrado en la Tabla 11. En dicha tabla se denota la
existencia de diferencias estadisticamente significativas. La primera de ellas es en el
factor sexo con una P=0.0006 y la segunda en la interaccién entre los edulcorantes

analizados y el sexo con una P=0.0452.

Tabla 11. Analisis de varianza para longitud mayor adipocitaria con un 95% de

confianza

Fuente Sumade Gl Cuadrado |Razon-F| Valor-P

cuadrados medio

Efectos principales
A: Edulcorante 4363.31 10 436.331 0.84 0.5869
B: Sexo 2107.91 1 2107.91 4.08 0.0452
Interacciones

AB 17272.8 10 1727.28 3.34 0.0006

Residuos 79076.0 153 516.836

Total (corregido) 102837. 174

Gl: Grados de libertad

Con respecto al sexo, se realizé una prueba de rangos mdultiples por el método de
Duncan al 95% de confianza, la cual se puede observar en la Tabla 12. En ella se
aprecia que las ratas macho fueron las que presentaron mayor longitud adipocitaria
(86.40um) con respecto a las ratas hembras (79.46um) y se confirma la diferencia

estadistica entre ambos sexos.

66



confianza para longitud mayor adipocitaria

Tabla 12. Prueba de rangos multiples por el método de Duncan al 95.0 % de

Sexo Casos | MediaLS | Sigma Grupos
(um) LS homogéneos
H 88 79.4557 2.4235 X
M 87 86.3996 2.4391 X
Contraste Sig. Diferencia
H-M * -6.9439

* indica una diferencia significativa.
LS: Least squares, por sus siglas en inglés. Minimos cuadrados

Se realizaron los andlisis de varianza de forma independiente para hembras y para

machos (ANDEVA de una via). En la Tabla 13 se muestra que para el caso de las

ratas macho no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los edulcorantes

con relacion a la longitud mayor adipocitaria. No obstante, para el caso de las ratas

hembra (Tabla 14) se observa que si hubo una diferencia estadisticamente

significativa teniendo un valor de P<0.05.

Tabla 13. Andlisis de varianza de la longitud mayor adipocitaria con respecto a las

ratas macho

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados medio
Entre grupos 8048.52 10 804.852 1.38 0.2051
Intra grupos 44281.7 76 582.654
Total (Corr.) 52330.2 86

Gl: Grados de libertad

Tabla 14. Andlisis de varianza de la longitud mayor adipocitaria con respecto a las

ratas hembra

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razo6n-F Valor-P
cuadrados medio
Entre 13469.8 10 1346.98 2.98 0.0032
grupos
Intra grupos 34794.3 77 451.874
Total (Corr.) 48264.1 87

Gl: Grados de libertad




Lo anterior indic6 que la longitud mayor adipocitaria en ratas hembra dependi6 del
edulcorante ingerido. La longitud adipocitaria es un indicativo de la cantidad de lipidos
gue se encuentran en el tejido adiposo retroperitoneal y, con ello, la posible influencia
en el padecimiento de obesidad. De acuerdo con estos hallazgos, se realiz6 un gréafico
donde se muestran las medias correspondientes a cada edulcorante para las ratas
hembra. Este se muestra en la Figura 12. En ella se observa que el edulcorante que
presentd mayor longitud adipocitaria fue la fructosa (93.18 um). Cabe resaltar que
diversas investigaciones debaten acerca de que el consumo elevado de este
edulcorante se ha asociado con un aumento en los niveles de triglicéridos, de la grasa
visceral, de la presién arterial, de la resistencia a la accion hipoglucemiante de la
insulina y a una disminucion de los niveles de HDL-colesterol. A su vez, estas
variaciones se han asociado a un aumento en el riesgo de padecer alguna enfermedad
cardiovascular (Bray y col., 2004; Brymora y col., 2012; Johnson y col., 2007, 2009,
2010; Jurgens y col., 2005; Martinez-Tinajero y col., 2007; Tappy y L&, 2015; Wylie-
Rosett y col., 2004). De igual forma, en seres humanos el consumo de fructosa se
asocia a un aumento significativo de la masa corporal, es decir, contribuye a un
aumento en la adiposidad (Gomez y col., 2017; Riveros y col., 2014). Esto concuerda
con los resultados obtenidos durante la investigacion.
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Figura 12. Nivel de longitud mayor adipocitaria para ratas hembra por edulcorante
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4.2. Comparacion de pruebas histolégicas con pruebas bioquimicas

De acuerdo con los resultados obtenidos durante la experimentacién en relacion con
las determinaciones histoldgicas, se realizd6 una complementacion de la investigacion
con los resultados de las pruebas bioquimicas publicados por Mendoza-Pérez (2017).
Las pruebas bioquimicas realizadas por este autor fueron:

v" Cuantificaciéon de la hormona incretina GIP.

v" Determinacion de glucosa

v' Cuantificacién de los niveles séricos de colesterol

v Cuantificacion de triglicéridos en plasma sanguineo.

v Cuantificacién de las hormonas leptina, grelina, insulina y glucagoén.
Para facilitar esta comparacion se realizaron los graficos mostrados en el Anexo 4 en
donde se muestran los niveles de dafio encontrados para cada tejido analizado con

respecto a los edulcorantes suministrados a las ratas macho y hembra.

4.2.1. Cuantificacién del péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP en

inglés)

Para el analisis de la correlacion existente entre los niveles de GIP y la longitud mayor
adipocitaria se realizé la comparacion de los edulcorantes que presentaron una
diferencia estadisticamente significativa con respecto del grupo control en contraste
con los mismos edulcorantes asociados a su longitud mayor adipocitaria observados

en la Figura A.4.6, Anexo 4. Esta comparacion se muestra en las Tablas 15y 16.

Como se puede observar en la Tabla 15 las ratas macho que consumieron el
edulcorante fructosa muestra un nivel de GIP mayor y una longitud adipocitaria menor
con respecto al grupo control, lo que concuerda con la teoria de que los carbohidratos
estimulan dicha hormona principalmente en ratas y puercos (Baggio y Drucker, 2007).
Ademas, se observo que las ratas macho que ingirieron los edulcorantes hipocaloricos
(aspartame y sucralosa) junto con el grupo control AIN93M presentaron niveles de GIP

inferiores y, a su vez, mostraron una longitud adipocitaria superior, ambas con respecto
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a la informacion obtenida para el grupo control. Lo anterior concuerda con la teoria de
Zhang y col. (2017) en la que se menciona que las hormonas que contribuyen con la
saciedad y que son secretadas por las células endocrinas como, por ejemplo, el
polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP), son aquellas que inhiben
fisiologicamente el consumo de alimentos. Es decir, aquellas ratas que presentaron
niveles altos de GIP muestran mayor saciedad, influyendo en que el consumo de
alimento sea menor; por tanto, aumenta la probabilidad de que la longitud adipocitaria

sea pequenia.

Tabla 15. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria con respecto a los niveles

de GIP para ratas macho

Determinacién Péptido insulinotropico Longitud mayor
dependiente de glucosa adipocitaria
Edulcorante (GIP)(Mendoza-Pérez, 2017) (L.M.A))
Fructosa 1 !
AIN 93M l 1
Aspartame 1 1
Sucralosa ! 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

Por otra parte, en la Tabla 16 se observa que el edulcorante hipocal6rico sucralosa

mostro un nivel de GIP y de longitud adipocitaria menor con respecto al grupo control.

Tabla 16. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria con respecto a los niveles

de GIP para ratas hembra

Determinacion

Edulcorante

Péptido insulinotrépico

dependiente de glucosa

(GIP) (Mendoza-Pérez,
2017)

Longitud mayor
adipocitaria (LMA)

Sucralosa

!

| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

Este comportamiento fue diferente en las ratas macho debido a que es posible notar
gue la longitud mayor adipocitaria no se ve directamente afectada por la hormona GIP;

es decir, se esperaba que, al haber disminucion de la hormona, aumentara el consumo
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de alimento y, con ello, la longitud mayor adipocitaria. Esto se puede explicar debido
a que la regulacion de la saciedad no solo involucra al péptido, sino también se ven
involucradas diversas proteinas. De acuerdo con Giezenaar y col. (2017) “la secrecion
0 accion de las hormonas que regulan la saciedad como por ejemplo la grelina, la
colecistoquinina, el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP 1) y el péptido tirosina
tirosina (PYY) asi como la tasa de vaciamiento y la distensidn gastrica juegan un papel
importante en la regulacion del apetito y la energia absorbida”. Estos hallazgos indican
gue es importante realizar mas estudios al respecto para poder obtener resultados mas
certeros.

4.2.2. Determinacién de glucosa

De acuerdo con Mendoza-Pérez (2017) “en el caso de las ratas macho, el consumo
cronico de edulcorantes caldricos o hipocal6ricos, acompafiados de una dieta
balanceada, no modifican los niveles séricos en ayuno de glucosa”. Con respecto a las
ratas hembra, si existieron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
séricos de glucosa en ayuno atribuibles al consumo cronico de edulcorantes cal6ricos
e hipocaldricos. Sin embargo, los niveles encontrados se encuentran dentro de los

valores normales para glucosa en sangre.

4.2.3. Cuantificaciéon de colesterol

Con respecto a la cuantificacion de colesterol, Cofan (2014) confirmd que se puede
reducir la incidencia en padecer enfermedad cardiaca coronaria “al disminuir las cifras
de colesterol. Desde entonces, numerosos estudios epidemioldgicos y clinicos han
confirmado la asociacion positiva entre colesterol total y colesterol transportado en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el riesgo de desarrollar arteriosclerosis y
enfermedad cardiaca coronaria”. De igual forma, segun King (2015) “un poco menos
de la mitad del colesterol en el cuerpo se deriva de la biosintesis de novo. Cada dia,
aproximadamente el 10% de la biosintesis del colesterol se hace en el higado vy,
aproximadamente, 15%, en el intestino”. Dicho esto, el apartado se enfoca

directamente al andlisis del tejido cardiaco y del tejido hepatico con respecto de los
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niveles séricos de colesterol. Para esto, se realizdé una tabla comparativa entre los
edulcorantes que indujeron pigmento de desgaste provocado por la peroxidacion de
lipidos, los que presentaron un cierto nivel de dafio por degeneracion vacuolar y
fibrosis e inflamacion (Figuras A.4.1, A.4.2 y A.4.3, respectivamente, encontradas en
el Anexo 4) con respecto a los edulcorantes que presentaron una diferencia
estadisticamente significativa con la cantidad de colesterol en plasma sanguineo
reportado por Mendoza-Pérez (2017) para ratas macho y hembra. Estas

comparaciones se muestran en las Tablas 17 y 18, respectivamente.

Como se puede observar en la Tabla 17 con respecto a las ratas macho, el Unico
edulcorante que presenta diferencia estadisticamente significativa para los niveles
séricos de colesterol es la fructosa. Ademas, es posible notar que el grupo de ratas
que consumio este edulcorante presenta dafio hepatico (fibrosis e inflamacion) y
cardiaco (lipofuscina). Esto coincide con el estudio realizado por Guvenc y col. (2017)
en el que se realizd una investigacion con 28 ratas macho de la cepa Wistar durante 8
semanas reportando que aquellos animales que consumieron fructosa (10% m/v)
presentaron el mayor nivel de colesterol (3430.20+19.03 pg/g) y el cual, en dicho
estudio, lo asocian con alteraciones en la composicion de acidos grasos en higado,

promoviendo una patologia pro-inflamatoria y esteatosis.

Tabla 17. Comparacion del dafio en tejido hepatico y cardiaco con respecto a los

niveles de colesterol para ratas macho

eterminacion | Degeneracion Fibrosis / Lipofuscina Nivel de colesterol
vacuolar Inflamacién (Mendoza-Pérez,
Edulcorante 2017)
Fructosa l 1 1 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

De igual forma, Guvenc y col. (2017) mencionan que “la peroxidacién lipidica, la
oxidacion y el estrés cronico oxidativo estan asociados con la patogenesis de la
esteatohepatitis no alcohdlica. La constante actividad de los radicales libres y su

sobreproduccion supera la proteccion por antioxidantes” induciendo la presencia de
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dafio oxidativo; es decir, un alto nivel de lipidos incrementa la probabilidad de que se
genere el pigmento de desgaste lipofuscina.

Por otra parte, respecto a los resultados obtenidos para las ratas hembra observados
en la Tabla 18 es posible notar que el edulcorante calorico fructosa nuevamente
estimulo la formacién de colesterol en plasma sanguineo generando dafios en tejido
renal y hepatico. Esto se puede comparar con lo mencionado por Lakkaraju y col.
(2007) en el que establecen que “el colesterol modula las propiedades biofisicas de
las membranas y participa directamente en el trafico de lipidos y de proteinas”, por lo
que el colesterol promueve la cantidad de lipidos que se encuentran en sangre e
incrementa la posibilidad de generar estrés oxidativo. De igual forma, se encontré que
los edulcorantes hipocaloricos sucralosa y la mezcla de acesulfame de potasio con
aspartame muestran una tendencia similar a la antes mencionada. Esto coincide con
lo mencionado en el articulo de Janssens y col. (2017) en el que se menciona “la
relacion entre los edulcorantes no caléricos con la ganancia de masa corporal’. De
acuerdo con ello, el incremento de masa corporal puede promover la acumulacion de
depositos lipidicos y generar una patologia adversa en el higado. Esto se comprueba
con la investigacion de Janssens y col. (2017) donde el edulcorante no caldrico
aspartame se encuentra en niveles superiores que los presentados en el grupo control
con relacion al contenido total de lipidos en higado. Dicho esto, el consumo de estos
edulcorantes puede inducir la formacion de colesterol el cual, se asocia con la

presencia de depositos lipidicos promoviendo el dafio en tejido cardiaco y hepatico.

Tabla 18. Comparacion del dafio en tejido hepatico y cardiaco con respecto a los
niveles de colesterol para ratas hembra.

eterminacion| - Degeneracion Fibrosis / Lipofuscina Nivel de colesterol
vacuolar Inflamacion (Mendoza-Pérez,
Edulcorante 2017)
Mezcla 1 1 ! 1
Sucralosa 1 ! 1 1
Fructosa i l 1 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control
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4.2.4. Determinacion de triglicéridos

De acuerdo con King (2015) “la sangre es la que transporta los triglicéridos en la forma
de lipoproteinas de muy baja densidad (vLDL) y quilomicrones, acidos grasos unidos
a la alblmina, aminoé&cidos, lactato, cuerpos cetdénicos y glucosa. El tejido adiposo
tiene la enzima lipasa sensible a hormona, que se activa por fosforilacion dependiente
de la PKA (proteina quinasa dependiente de AMP¢) lo que lleva a una liberacion de
acidos grasos a la sangre”. Por tanto, este apartado se enfocara directamente en el
analisis de los edulcorantes que presentaron mayor nivel de triglicéridos en sangre con
respecto la longitud mayor adipocitaria y a la masa del tejido adiposo retroperitoneal

de las ratas en estudio. Estas comparaciones se muestran en las Tablas 19 y 20.

Tabla 19. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria y masa de tejido adiposo

retroperitoneal con respecto a los niveles séricos de triglicéridos para ratas macho

Determinacion| Longitud mayor Masa del tejido Niveles séricos de
adipocitaria (LMA) adiposo triglicéridos (Mendoza-
Edulcorante retroperitoneal Pérez, 2017)

AIN 93M ) 1 T
Sucralosa 1 1 0

Sacarosa 1 1 1

Glucosa 1 1 0

Fructosa ) L 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

Como se puede observar en la Tabla 19 con respecto a las ratas macho, los niveles
séricos de triglicéridos son expresados por el grupo control AIN93M, el edulcorante
hipocaldrico sucralosa y los edulcorantes caldricos sacarosa, glucosa y fructosa. Entre
ellos destaca el caso de la estimulacién por parte de los glucidos sacarosa y glucosa
donde es posible observar que la correlacion existente entre los parametros
comparativos sigue una tendencia similar, es decir, los niveles de triglicéridos, LMA,y
masa de tejido adiposo retroperitoneal superan los niveles delgrupo control. Ademas,
la tendencia es similar para aquellas ratas que consumieron la dieta AIN93M; esto es

explicable debido a que dicha dieta es alta en carbohidratos predominando el
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edulcorante sacarosa (100 g/kg véase Anexo 5). Este comportamiento era de
esperarse debido a que, de acuerdo con Bobbioni-Harsch y col. (1997), el consumo de
carbohidratos estimula la oxidacion de la glucosa manteniendo el balance energético
en el organismo, es decir, los precursores de dicho mecanismo influyen en la

lipogénesis y por tanto influye en el aumento de los triglicéridos.

De igual forma, es posible notar que el edulcorante fructosa no sigue la misma
tendencia ya que la masa de tejido adiposo es menor a la que presenta el grupo
control, aunque los niveles de triglicéridos y la LMA cumplen con lo antes mencionado.
Esto se puede deber a que la cantidad de tejido adiposo estimulado por la lipogénesis
se encuentra distribuido en todo el cuerpo por lo que se tendria que sacar un
porcentaje de masa corporal para corroborar dicha teoria. Lo anterior se fundamenta
con el estudio de Martinez y col. (2010) en el que demuestran que las ratas que
consumieron el edulcorante fructosa presentaron mayor ganancia de masa corporal
(373.60 £ 26.27 g) después de que pasaran 73 dias de experimentacion. Es importante
mencionar que el edulcorante sucralosa sigue la misma tendencia que los glacidos.
Esto es posible de explicar debido a que, segun Wang y col. (2016), “los edulcorantes
hipocaldricos pueden inducir una desregulacion en el metabolismo” lo que induciria
una sobreestimulacion en el proceso metabdlico de los lipidos provocando asi, el

acumulamiento de triglicéridos.

Por otra parte, con respecto a las ratas hembra, es posible notar que los glicidos
siguen la misma tendencia que las ratas macho corroborando las teorias antes
mencionadas. Sin embargo, se denota que el edulcorante glucosa presenta una LMA
menor respecto a la del grupo control. Dicha longitud es un indicio de la cantidad de
lipidos en el tejido, por lo que tendria que ser alto al mostrar una masa de tejido adiposo
alta; por tanto, se tendrd que indagar mas en este parametro y realizar mas

investigacion al respecto.
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Tabla 20. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria y masa de tejido adiposo
retroperitoneal con respecto a los niveles séricos de triglicéridos para ratas hembra

Determinacion Longitud mayor Masa del tejido Niveles séricos de
adipocitaria (LMA) adiposo triglicéridos (Mendoza-
Edulcorante retroperitoneal Pérez, 2017)
Sacarosa 1 1 1
Glucosa ! 1 1
Fructosa 1 ! )

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

4.2.5. Determinacion de grelina, leptina, insulinay glucagoén

4.2.5.1. Niveles séricos de grelina

De acuerdo con lo reportado por Mendoza-Pérez (2017) no existié diferencia
estadisticamente significativa con referencia al nivel expresado de grelina y los
edulcorantes asociados, debido a que todas las ratas tenian el mismo tiempo de ayuno

antes de su sacrificio.

4.2.5.2. Niveles séricos de leptina
Por otra parte, se realizo el analisis de los niveles séricos de leptina los cuales se han

asociado directamente con la cantidad de tejido adiposo retroperitoneal.

Para esto, se realizé una tabla comparativa donde se muestran los resultados de los
niveles séricos de leptina reportados por Mendoza-Pérez (2017) junto con la longitud
mayor adipocitaria y la masa de tejido adiposo retroperitoneal obtenidas durante esta

investigacién. Esta comparacion se observa en las Tablas 21y 22.
Como se puede observar en la Tabla 21 en cuestion de lo analizado con las ratas

macho el primer edulcorante hipocalorico fue el aspartame, el cual present6 valores

de niveles séricos de leptina y masa de tejido adiposo retroperitoneal menores con
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respecto al grupo control; sin embargo, la longitud mayor adipocitaria mostro valores

superiores respecto al mismo.

Tabla 21. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria y masa de tejido adiposo

retroperitoneal con respecto a los niveles séricos de leptina para ratas macho

Determinacion Longitud mayor Niveles séricos de | Masa de tejido
adipocitaria leptina (Mendoza- adiposo
Edulcorante Pérez, 2017) retroperitoneal
Aspartame T ! !
Estevia ! 7 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

Tabla 22. Comparacion de la longitud mayor adipocitaria y masa de tejido adiposo

retroperitoneal con respecto a los niveles séricos de leptina para ratas hembra

Determinacion Longitud mayor Niveles séricos de | Masa de tejido
adipocitaria leptina (Mendoza- adiposo
Edulcorante Pérez, 2017) retroperitoneal
Sucralosa ! T !
Sacarosa T T T

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

En este sentido es importante saber que la longitud adipocitaria es un factor relativo,
puesto que en tejido adiposo el hecho de que exista una menor cantidad de este no
es debido a una proporcidon de masa menor, ya que la pérdida de masa disminuye su
tamafio mas no su numero de células (Stevens y col., 2003). Por tanto, se pueden
tener adipocitos con un tamafo relativamente grande con valores de masa de tejido

adiposo baja.

Por otro lado, el que se hayan obtenido valores de leptina y masa de tejido adiposo
retroperitoneal bajos con respecto al control es atribuible a que los niveles circulantes

de dicha hormona son proporcionales a la cantidad de tejido adiposo en el organismo
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(Rosado y col., 2006). Igualmente, se evalu6 el edulcorante estevia el cual mostr
caracteristicas diferentes a las observadas en aspartame, ya que la longitud
adipocitaria y la masa de tejido adiposo retroperitoneal presentaron valores bajos con
respecto al grupo control y los niveles séricos de leptina fueron mayores con respecto

al control.

Esto se puede deber a que la leptina contribuyé con el aumento de la saciedad y, por
tanto, el consumo de alimento fue menor, lo que indujo una longitud adipocitaria junto
con una masa de tejido bajas ya que, de acuerdo con Mendoza-Pérez (2017), “los
niveles de leptina dirigen al sistema nervioso central para ajustar la ingesta de

alimentos. La leptina actua directamente ejerciendo efectos reguladores del apetito”.

Por otra parte, se puede observar que para el caso de las ratas hembra el primer
edulcorante evaluado fue la sucralosa, presentando valores inferiores con respecto del
grupo control en la longitud mayor adipocitaria y la masa de tejido adiposo
retroperitoneal, en cambio, los niveles de leptina séricos fueron mayores con respecto
al grupo control, en este caso de acuerdo con Sanchez (2005) “la leptina es una

proteina segregada por el tejido adiposo, que regula el apetito y el gasto energético”.

El segundo edulcorante correspondi6 a la sacarosa, el cual mostré niveles de longitud
mayor adipocitaria, niveles séricos de leptina y masa de tejido adiposo retroperitoneal

altos con respecto al grupo control.

Este comportamiento puede ser considerado el idoneo ya que, de acuerdo con Acosta
(2012), “Debido a un exceso de grasa, el tejido adiposo segrega cantidades mas
elevadas de adipocinas, creando un ambiente inflamatorio con incremento en las
concentraciones de leptina”. Esto también esta de acuerdo con el estudio realizado por
Castellanos y col. (2015), donde se hace mencion acerca de que el consumo crénico
de sacarosa durante 24 semanas da origen a niveles altos de triglicéridos,

adiponectina y leptina.
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4.2.5.3. Niveles séricos de insulina

Por otra parte, se cuantificaron los niveles séricos de insulina en las ratas de estudio.
De acuerdo con Mendivil y Sierra (2005) “los principales efectos agudos de lainsulina

sobre los tejidos blanco son:

e Estimulo de la sintesis de glucdégeno e inhibicion de su degradacion en higado
y musculo.
¢ Inhibicién de la gluconeogénesis hepética.
e Estimulo de la captacién y almacenamiento de grasas por el tejido adiposo.
¢ Inhibicién de la lipdlisis en tejido adiposo (por inhibicién de la lipasa adipolitica
u hormonosensible).
Dicho esto, se le dara especial atencion en este apartado al analisis del tejido hepatico
y al tejido adiposo retroperitoneal. Para esto, se realizé la comparacion de los
edulcorantes que afectaron de mayor manera al tejido hepatico (Figuras A.4.2y A.4.3)
y los que indujeron la mayor longitud adipocitaria (Figura A.4.6) en contraste con
aguellos edulcorantes que presentaron los mayores niveles de insulina. Dicha

comparacion se puede observar en las Tablas 23 y 24 con respecto de cada sexo.

Tabla 23. Comparacion del dafio en tejido hepatico y adiposo con respecto a los

niveles séricos de insulina para ratas macho

eterminacion Degeneracion | Fibrosis/Inflamacion Longitud Niveles séricos
vacuolar mayor de insulina
adipocitaria (Mendoza-
Pérez, 2017)
Edulcorante
NS NA NA NA NA

NS. No existi6 diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control
NA. No aplica

Como se puede observar en la Tabla 23 con respecto a las ratas macho, ningun

edulcorante present6 influencia alguna en la estimulacién de insulina, ya que no hubo
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diferencias estadisticamente significativas con respecto del grupo control; por tanto,
no se detecto la presencia de dafio en los tejidos analizados.

Por otra parte, en la Tabla 24 se muestran los resultados para las ratas hembra. El
primer edulcorante hipocalérico analizado fue la mezcla, el cual para las dos
caracteristicas analizadas de tejido hepético junto con los niveles séricos de insulina,
se obtuvieron niveles mas altos con respecto al grupo control. Sin embargo, respecto
de la longitud adipocitaria, se presentaron niveles por debajo del observado para el

grupo control.

Tabla 24. Comparacion del dafio en tejido hepatico y adiposo con respecto a los

niveles séricos de insulina para ratas hembra

Degeneracion | Fibrosis/Inflamacion Longitud Niveles séricos
vacuolar mayor de insulina
adipocitaria (Mendoza-
Edulcorante Pérez, 2017)

Mezcla 1 1 1 1
Estevia 1 l 0 0
Glucosa 1 ! ! 1
Sacarosa 1 1 1 1

1 Grupo de ratas que presentaron un nivel mayor al del grupo control
| Grupo de ratas que presentaron un nivel menor al del grupo control

El siguiente edulcorante corresponde a estevia, donde se obtuvieron para el caso de
degeneracion vacuolar, longitud mayor adipocitaria y niveles séricos de insulina con
valores superiores con respecto de los del grupo control, encontrandose que
solamente la presencia de fibrosis e inflamacion mostraron valores bajos con respecto
al grupo control. Para los edulcorantes caldricos, en glucosa se encontré que el
pardmetro de degeneracion vacuolar y los niveles séricos de insulina tuvieron valores
por encima del grupo control y que fibrosis/inflamacion y longitud mayor adipocitaria

obtuvieron niveles bajos con respecto del grupo control. Finalmente, para la sacarosa

80



se encontraron que todos los parametros analizados tuvieron un nivel mayor con

respecto del grupo control.

Con respecto a las ratas hembra, se observa que el aumento en la concentracion de
insulina es debido principalmente al consumo de carbohidratos caléricos como la
sacarosa y la glucosa, ya que de acuerdo con Pefia y col. (2004) “la insulina es el
compuesto de mayor influencia en el metabolismo de los carbohidratos, porque

principalmente permite la entrada de glucosa a las células”.

De hecho, no existen valores anormales que propicien la teoria de que las ratas que
consumieron estos edulcorantes presenten diabetes debido a la regulacién por la
insulina, por lo que el dafio hepatico generado no se debe al consumo de estos
carbohidratos sino a factores externos a la experimentacion. De igual forma, el
consumo de aspartame (incluido en la solucion mezcla) puede incrementar
rapidamente la concentracion de glucosa en sangre e inducir intolerancia a este
glucido; esto se ha atribuido a los cambios funcionales en la microbiota (Janssens y
col., 2017).

Por otro lado, debido a que la estimulacién de la insulina no muestra resultados
anormales en cuestién de niveles séricos de glucosa, no se atribuyen los cambios

morfoldgicos en higado al consumo de la mezcla de edulcorantes.

4.2.5.4. Niveles séricos de glucagon

Con relacién a la hormona cuantificada glucagén no existieron diferencias entre los
grupos de ratas macho y hembra con los edulcorantes analizados. De acuerdo con
Mendoza-Pérez (2017) “en estado de ayuno los niveles de glucosa disminuyen, lo cual
promueve la secrecion de glucagon”. Al presentar todas las ratas niveles muy
similares de glucosa al momento del ayuno era de esperarse que “los niveles de

glucagon fuesen similares entre si”. Igualmente,
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la secrecion de glucagén es regulada fundamentalmente por los niveles de glucosa en

plasma, ya que controla la produccion de la misma (UCSF, 2018).

4.3. Discusion final

En el Anexo 3 (Tabla A.3.2.) se presenta un ejemplo de los dos especimenes
extremos de cada lote, considerando el que tuvo la menor masa corporal y el que tuvo
la mayor masa corporal, separandolos tanto por sexo como por edulcorante, iniciando

con los especimenes de los dos lotes control (dietas Teklad Global y AIN93M).

En cada ejemplo se incluye la informacion proporcionada por la investigacion previa
de Mendoza-Pérez (2017), referente a la cuantificacion de la hormona incretina, GIP
en inglés, a la cuantificacion de los niveles séricos de colesterol, a la cuantificacion de
triglicéridos en plasma sanguineo y a la cuantificacion de las hormonas leptina, grelina,
insulina y glucagén. Esto se compara con cada tejido analizado considerando la
relacion de masa del érgano:masa corporal y el dafio histolégico en los distintos
organos del espécimen en estudio.

De acuerdo con la informacién, se obtuvo que la relacion entre la masa corporal y la
concentracion de lipidos en el tejido adiposo no estan directamente asociados, que la
regulacion del apetito se ve influenciada por mas factores ajenos a esta investigacion
y que los dafos histolégicos dependen de diversos factores como, por ejemplo, la
cantidad de lipidos en plasma sanguineo, factores genéticos y la dieta consumida. A

continuacion, se explica méas a detalle.

Con relacién al grupo de ratas control que bebieron agua y consumieron las dietas
Teklad y AIN93M se observd que el comportamiento era similar en cuestion de la
longitud mayor adipocitaria y la masa corporal, es decir, a mayor masa corporal la
longitud mayor adipocitaria incrementaba. Sin embargo, fue posible notar que en el
caso de las ratas hembra que consumieron la dieta Teklad mostraban un

comportamiento diferente al antes mencionado. Esto se puede explicar con base en

82



los demas parametros analizados: se observd que la rata con menor masa corporal
presentaba un porcentaje menor de tejido adiposo (0.53%) con respecto a la de mayor
masa corporal (2.81%) aunque la longitud adipocitaria fuera mayor en la rata mas flaca.
De igual forma, la cantidad de triglicéridos fue mayor en la rata con menor masa
corporal; esto explica que, al haber un porcentaje menor de tejido adiposo
retroperitoneal y altos niveles de triglicéridos, la cantidad de lipidos se concentra en el
tejido adiposo y la longitud adipocitaria aumenta generando mayor dafio histolégico en
los diversos érganos; esto se comprueba con el aumento de pigmento de desgaste
lipofuscina, mayor degeneracion vacuolar y mayor dafio glomerular en dicha rata.
Ademas, fue posible notar que la rata macho y hembra con la menor masa corporal
gue consumieron la dieta AIN93M presentaron el mayor porcentaje de la relacion masa
corporal:érgano (rifidn para ratas macho y rifion e higado para ratas hembra); de igual
forma al mostrar dicho comportamiento, el dafio hepético y renal fue mayor. Es
importante mencionar que las ratas macho presentaron los mayores niveles de
colesterol y las ratas hembras los mayores niveles de triglicéridos con respecto a la
rata con mayor masa corporal segun sea el caso. Esto se relaciona con lo mencionado
por Cofan (2014) donde establece que “las tasas especificas de sintesis de colesterol,
tanto el total corporal como en los 6rganos, varia en funcion de la presencia de
colesterol y otros lipidos de la dieta. La grasa de la dieta por si sola no afecta la sintesis
hepatica y corporal del colesterol, pero puede inducir la sintesis de colesterol intestinal”
generando asi posibles dafios en los tejidos. Dicho esto, es posible mencionar que
debido a la mayor presencia de lipidos (colesterol y triglicéridos) y de porcentaje en la
relacion masa:6rgano en las ratas mas flacas que consumieron la dieta AIN93M existe

mayor presencia del dafio hepatico y renal.

Por otra parte, de acuerdo con los edulcorantes caldricos fue posible observar que
para el caso de la longitud mayor adipocitaria con respecto a la masa corporal, las
ratas que consumieron glucosa y sacarosa presentan una tendencia diferente a la
presentada por las ratas que bebieron fructosa. Es decir, el comportamiento normal
gue se esperaria es que si se presenta mayor masa corporal por ende habria una

mayor longitud adipocitaria (mostrada por las ratas que bebieron fructosa) sin
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embargo, fue posible notar que en ambos casos (ratas que bebieron glucosa y
sacarosa) mostraron que la rata mas flaca presentaba la mayor longitud adipocitaria.
Esto es posible explicar debido a dos factores que influyen en dichos casos. En el
primer caso de las ratas que bebieron glucosa se encontré que el porcentaje de la
relacion masa:organo del tejido retroperitoneal era menor en las ratas mas flacas, es
decir, los lipidos sintetizados se concentran de mayor manera en este tejido y, por
tanto, la longitud mayor adipocitaria aumenta. En el segundo caso para las ratas que
bebieron sacarosa es posible notar que las ratas con mayor longitud adipocitaria
presentaron los menores niveles de GIP y viceversa; esto indicaria que la regulacion
del apetito segun sea el caso se ve directamente influenciada, por lo que al haber
mayor cantidad de la hormona GIP, la saciedad aumenta y, por tanto, el consumo de

alimento es menor, influyendo en que la longitud adipocitaria sea menor.

Finalmente, con respecto a los edulcorantes hipocal6ricos se observo que existié una
tendencia muy similar a las ya mencionadas (a mayor cantidad de lipidos, el dafio
celular se ve afectado de mayor manera y es posible, que la distribucién de dichos
lipidos sea en todo el cuerpo y no solamente en el tejido adiposo retroperitoneal). Esto
se observo en los edulcorantes acesulfame de potasio, aspartame y estevia. Sin
embargo, es importante destacar algunos casos especificos como el que mostraron
las ratas que consumieron la mezcla comercial de aspartame con acesulfame de
potasio. En ellas se observd que las ratas con mayor masa corporal mostraron la
menor longitud adipocitaria y la menor cantidad de lipidos presentes en plasma
sanguineo y ademas, mostraron el mayor dafio glomerular. Esto se puede explicar
debido a que segun Arévalo (s.f.) los rifiones participan en un proceso de soporte
vascular y de filtracion glomerular. De igual forma, participan en el proceso de
regulacion del flujo sanguineo dentro del glomérulo; por tanto, es posible que las

causas del dafio mostrado en este tejido sean externas a esta investigacion.
De igual forma, se pudo notar que la rata hembra con menor masa corporal que

consumio el edulcorante sacarina mostro la mayor longitud adipocitaria, los mayores

niveles de colesterol y triglicéridos y el mayor dafio glomerular. Esto se debe a que el
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porcentaje de tejido retroperitoneal fue menor (0.73%) en comparacion con la rata que
tuvo la mayor masa corporal (1.28%), por lo que la concentracion de dichos lipidos fue
en el tejido adiposo retroperitoneal. Es importante mencionar que este mismo
comportamiento se observo en cuatro de las ratas que consumieron el edulcorante
sucralosa por lo que es probable que el consumo de este edulcorante provoque un
acumulamiento de lipidos en el tejido adiposo pero, sin afectar a la masa corporal

mostrada.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Con base en el objetivo planteado: Analizar el efecto a nivel celular y metabdlico de la
ingesta de edulcorantes caldricos (glucosa, fructosa y sacarosa) e hipocal6ricos
(acesulfame de K, aspartame, estevia, mezcla comercial de aspartame y acesulfame
de potasio, sacarina y sucralosa) empleando estudios histolégicos y bioquimicos de
diferentes tejidos de 176 ratas hembra y macho de la cepa Wistar recién destetadas
después de 120 dias de experimentacion, asi como la hipétesis establecida: El
consumo cronico de edulcorantes caloricos e hipocaldricos provoca dafos histolégicos
en los tejidos cardiaco, hepatico, renal y adiposo en ratas Wistar macho y hembra que
bebieron agua con edulcorantes durante 120 dias de experimentacion después del
destete, de los resultados obtenidos y con el andlisis realizado, pueden derivarse las

siguientes conclusiones:

Corazoén

¢ No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre losfactores
analizados para lipofuscina.

e Los niveles séricos de colesterol expresado estuvieron relacionados con la
presencia de lipofuscina.

¢ El edulcorante fructosa en ratas macho presentd un mayor nivel sérico de
colesterol promoviendo asi el dafio por lipofuscina.

e Los edulcorantes fructosa y sucralosa presentaron los mayores niveles de
colesterol en ratas hembra induciendo un dafio en tejido cardiaco.

¢ No existi6 indicio de presencia de necrosis a nivel miocardio en ninguno de los

animales en estudio.
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Higado

Existid6 una diferencia estadisticamente significativa entre todos los lotes en
estudio respecto de la degeneracidn vacuolar entre las ratas macho y hembra.
Las ratas hembra presentaron mayor degeneracion vacuolar con respecto de
las ratas macho.

No existid6 ninguna diferencia estadisticamente significativa para el dafio por
fibrosis e inflamacion.

Los edulcorantes mezcla, estevia, glucosa y sacarosa estimularon la mayor
cantidad de insulina en plasma sanguineo promoviendo asi un dafio en tejido
hepético (degeneracion vacuolar).

El edulcorante fructosa mostré en ratas macho un nivel de colesterol alto lo que
genero presencia de inflamacioén y fibrosis en tejido hepético.

Las ratas hembra mostraron niveles altos de colesterol para los edulcorantes

mezcla, sucralosa y fructosa dando origen a un dafio en tejido hepatico.

Rinones

No existieron diferencias estadisticamente significativas para el dafio
glomerular en ninguno de los factores estudiados.

El nivel de dafio que se present6é para los grupos de edulcorantes en ratas
macho no fue el mismo que en ratas hembra con respecto a la degeneracion

celular tubular

Tejido adiposo retroperitoneal

Existieron diferencias estadisticamente significativas en la longitud adipocitaria
para el factor sexo y la interaccién de ambos factores.

Las ratas macho presentaron una mayor longitud adipocitaria (86.40 pum) con
respecto a las ratas hembra (79.46 pm)

Con relacion a las ratas hembra, la fructosa fue el edulcorante que generoé la

mayor longitud adipocitaria.
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El edulcorante caldrico fructosa presentd el mayor nivel de péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) induciendo una longitud
adipocitaria menor para las ratas macho.

Los edulcorantes aspartame y sucralosa, asi como el grupo que ingiri6 la dieta
control AIN93M, rica en carbohidratos y pobre en proteinas, presentaron los
menores niveles de péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP)
generando que la longitud adipocitaria fuera mayor.

Los edulcorantes fructosa y sacarosa en ratas macho y hembra presentaron los
mayores niveles séricos de triglicéridos y, a su vez, presentaron la mayor
longitud adipocitaria.

La cantidad de lipidos en tejido adiposo retroperitoneal no esta directamente

relacionada con la presencia de leptina.

5.2. Recomendaciones

v

v

v

Se recomienda que el tiempo de experimentacion sea igual o mayor a 6 meses
para corroborar la posible presencia del compuesto lipofuscina en el miocardio
Se recomienda la aplicacion de estudios bioquimicos que intervengan de
manera mas directa en las funciones renales.

Se recomienda utilizar la combinacién de la dieta AIN 93M con los edulcorantes
utilizados con la finalidad de observar posibles efectos en el sindrome

metabolico y su influencia en el dafio histolégico.
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ANEXOS

Anexo 1. Esquemas relacionados con la metodologia desarrollada (Bacha y Bacha,

2012)
Figura A.1.1.Realizacion de corte Figura A.1.2.Técnica de inclusion en
histolégico parafina
@ @ Bloque cortado
Parafina solida con el bloque
tisular removidos del molde
Figura A.1.3.Corte de los bloques Figura A.1.4.Bafio de flotacion

Figura A.1.5.Tincién y proteccion
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Anexo 2. Acervo fotogréfico

Figura A.2.1. Rata nimero 123 en Figura A.2.2. Separacion de 6rganos
camara de COz2 para su eutanasia después de la eutanasia

Figura A.2.3. Foto-microscopio Figura A.2.4. Cortes de 6rganos
utilizado en la FMVZ-UNAM distribuidos en un casette

Y - 5
~ -

Figura A.2.5. Sistema automatico de Figura A.2.6. Sistema modular de
infiltracion de tejidos marca Leica inclusién de tejidos marca Leica
modelo TP1020 Biosystems® modelo EG1150 (A)
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Figura A.2.7. Microtomo rotatorio de Figura A.2.8. Bafio de flotacion
marca Leica Biosystems® modelo marca Leica Biosystems® modelo
RM2125 RTS HI1210

Figura A.2.9. Sistema modular de Figura A.2.10. Proceso de tincion
inclusién de tejidos marca Leica hematoxilina-eosina (H-E)
Biosystems® modelo EG1150 (B)
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Anexo 3. Tablas de resultados
Tabla A.3.1. Ejemplificacion de la asignacion de dafio para cada tejido

Numero de
identificacion: 3
Edulcorante:
Control Teklad
Sexo: Macho

Observaciones

Organo Integridad celular Micrografia del tejido
Corazén Lipofuscina Necrosis

+ -
Higado Degeneracion | Fibrosis e

vacuolar inflamacion
Rifiones Dafio Deg. celular
glomerular tubular
+ -

Tejido adiposo
retroperitoneal

Longitud mayor adipocitaria

73.40 pm
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Tabla A.3.2. Datos experimentales de los especimenes extremos de cada lote en estudio
Tabla A.3.2.a. Dieta Teklad Global, control machos

ggn:ero de idgntificacién: 21 Corazon Higado Rifion Tejido adiposo
ulcorante: .
Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 320.1 g
Masa 6rgano: 1220 mg C,
8860 mg H, 1040 mg R,
5610 mg TR

Rel. m.o.:.m.c.=0.38%
C,2.77% H, 0.32% R,1.75%
TR

GIP: 153.67 pg/mL
Colesterol: 51.4 mg/dL
Triglicéridos: 72.7 mg/dL
Leptina:3326 pg/mL
Grelina: 9.0 pg/mL
Insulina: 70.17 pg/mL
Glucagon: 46.83 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Ausente Degeneracion vacuolar: Leve Dafio glomerular: Moderado Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamacion: Ausente Degeneracion celular tubular: 34.32 ym
Ausente
Numero de identificacion: 57 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo

Edulcorante: 0

Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 390.4 g
Masa érgano: 1260 mg C,
11430 mg H, 1117 mg R,
4500 mg TR

Rel. m.o.:.m.c.=0.32%
C,2.93% H,0.28% R,1.15%
TR

GIP: 103.33 pg/mL
Colesterol: 50.16 mg/dL
Triglicéridos: 62.71 mg/dL
Leptina: 3327 pg/mL
Grelina:9.67 pg/mL
Insulina: 270.17 pg/mL
Glucagén:51.17 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Ausente Degeneracion vacuolar: Leve Dafio glomerular: Ausente Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamacién: Ausente Degeneracién celular tubular: 101.56 ym
Ausente

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifidn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.b. Dieta Teklad Global, control hembras

Numero de
identificacion:128
Edulcorante: 0
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 111.5g
Masa 6érgano: 600 mg C,
4190 mg H,520 mg R, 590
mg TR

Rel. m.o.:.m.c.=0.54%
C,3.76% H, 0.47% R,
0.53% TR

GIP: 2017.33 pg/mL
Colesterol: 69.69 mg/dL
Triglicéridos: 113.79 mg/dL
Leptina: 967.17 pg/mL
Grelina: 7.33 pg/mL
Insulina: 55.83 pg/mL
Glucagon: 47.33 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: 0
Sexo: Hembra

Necrosis: Ausente Moderado Degeneracion celular tubular: 95.58 um
Fibrosis/Inflamacion: Leve Leve
Numero de identificacion: 85 Corazon Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 194.1 g
Masa 6rgano: 820 mg
C,6100 mg H, 680 mg
R,5470 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.42% C,
3.14% H, 0.35% R,
2.81%TR

GIP: 149.0 pg/mL
Colesterol: 54.2 mg/dL
Triglicéridos: 82.65 mg/dL
Leptina: 1941.17 pg/mL
Grelina: 8.33 pg/mL
Insulina: 89.67 pg/mL
Glucagoén: 46.0 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar:
Ausente
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
87.63 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifibn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.c. Dieta AIN 93M, control machos

Ndmero de identificacion:
105

Edulcorante: 0

Sexo: Macho

Corazén

Higado

Rifién

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 257.6 g
Masa 6érgano: 1040 mg C,
8110 mg H, 1000 mg R,
3940 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.40% C,
3.15% H, 0.38% R, 1.53%
TR

GIP: 123.67 pg/mL
Colesterol: 112.1 mg/dL
Triglicéridos: 201.02 mg/dL
Leptina: 3788.17 pg/mL
Grelina: 8.67 pg/mL
Insulina:147.0 pg/mL
Glucagon:49.67 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: 0
Sexo: Macho

Masa corporal: 405.9 g
Masa 6rgano: 1370 mg C,
10580 mg H, 1150 mg R,
7200 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.34% C,
2.60% H, 0.28 R, 1.77%
TR

GIP: 208.83 pg/mL
Colesterol: 71.25 mg/dL
Triglicéridos: 221.45 mg/dL
Leptina: 3675.31 pg/mL
Grelina: 13.0 pg/mL
Insulina: 156.0 pg/mL
Glucag6n:51.83 pg/mL

Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamacién: Leve Degeneracion celular tubular: 77.76 pm
Moderado
Numero de identificacion: 22 Corazon Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién: Ausente

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Ausente

Longitud mayor adipocitaria:
105.37 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifidbn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.d. Dieta AIN 93M, control hembras

Ndmero de identificacion: 165
Edulcorante: 0
Sexo: Hembra

Masa corporal: 140.8 g
Masa 6rgano: 720 mg C,
5120 mg H, 650 mg R, 730
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.51% C,
3.64% H, 0.46% R, 0.52%
TR

GIP: 151.50 pg/mL
Colesterol: 65.58 mg/dL
Triglicéridos: 142.97 mg/dL
Leptina: 1054.0 pg/mL
Grelina: 8.0 pg/mL
Insulina: 51.67 pg/mL
Glucagén: 55.0 pg/mL

Corazén

Rifién

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar: Grave

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: 0
Sexo: Hembra

Masa corporal: 222.6 g
Masa érgano: 1030 mg C,
5610 mg H, 640 mg R, 3710
mg TR

Rel. m.o..m.c.=0.46% C,
2.52% H,0.29% R, 1.67%
TR

GIP: 278.17 pg/mL
Colesterol: 98.47 mg/dL
Triglicéridos: 98.15 mg/dL
Leptina: 2221.67 pg/mL
Grelina: 8.17 pg/mL
Insulina: 30.33 pg/mL
Glucag6n:49.50 pg/mL

Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamacion: Grave Degeneracion celular tubular: 78.69 pm
Grave
Numero de identificacion: 35 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamaciéon: Ausente

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Ausente

Longitud mayor adipocitaria:
81.83 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifibn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.e. Dieta Teklad Global, agua con fructosa, machos

Ndmero de identificacion: 149
Edulcorante: Fructosa
Sexo: Macho

Corazén

Masa corporal: 301.7 g
Masa 6rgano: 1250 mg C,
10030 mg H, 950 mg R,
2890 mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.41% C,
3.32% H, 0.31% R, 0.96%
TR

GIP: 346.33 pg/mL
Colesterol: 74.78 mg/dL
Triglicéridos: 162.68 mg/dL
Leptina: 1809.17 pg/mL
Grelina: 8.67 pg/mL
Insulina: 322.33 pg/mL
Glucagén: 53.0 pg/mL

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar: Leve

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Fructosa
Sexo: Macho

Masa corporal: 350.9 g
Masa érgano: 1240 mg C,
10590 mg H, 1130 mg R,
6480 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.35% C,
3.01% H, 0.32% R, 1.85%
TR

GIP: 262.67 pg/mL
Colesterol: 77.18 mg/dL
Triglicéridos: 278.74 mg/dL
Leptina: 4045.67 pg/mL
Grelina: 9.67 pg/mL
Insulina:566.0 pg/mL
Glucagoén: 50.50 pg/mL

Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamacién: Leve Degeneracion celular tubular: 108.79 um
Moderado
Numero de identificacion: 145 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacion: Ausente

Dafio glomerular: Grave

Degeneracion celular tubular:

Grave

Longitud mayor adipocitaria:
125.77 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifidbn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.f. Dieta Teklad Global, agua con fructosa, hembras

Numero de identificacion: 116
Edulcorante: Fructosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 149.6 g
Masa 6rgano: 790 mg C,
5640 mg H, 630 mg R, 870
mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.0.52% C,
3.77% H, 0.42% R, 0.58%
TR

GIP: 157.50 pg/mL
Colesterol: 155.50 mg/dL
Triglicéridos: 221.99 mg/dL
Leptina: 1407.33 pg/mL
Grelina:12.67 pg/mL
Insulina: 31.67 pg/mL
Glucagén: 51.67 pg/mL

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Fructosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 186.8 g
Masa érgano: 800 mg C,
6630 mg H, 750 mg R, 1880
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.43% C,
3.55% H, 0.40% R, 1.0% TR
GIP: 122.33 pg/mL
Colesterol: 96.73 mg/dL
Triglicéridos: 432.59 mg/dL
Leptina:1473.33 pg/mL
Grelina: 7.67 pg/mL
Insulina:48.33 pg/mL
Glucagoén: 48.0 pg/mL

Necrosis: Ausente Ausente Degeneracion celular tubular: 63.14 pm
Fibrosis/Inflamacion: Leve Moderado
Numero de identificacion: 173 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamacion: Leve

Dafio glomerular: Moderado

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
133.76 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifidbn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.g. Dieta Teklad Global, agua con glucosa, machos

Ndmero de identificacion:
05

Edulcorante: Glucosa
Sexo: Macho

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 296.3 g
Masa 6rgano: 1210 mg C,
9200 mg H, 1340 mg R,
3410 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.40% C,
3.10% H, 0.45% R, 1.15%
TR

GIP: 177.67% pg/mL
Colesterol: 77.15 mg/dL
Triglicéridos: 299.01 mg/dL
Leptina: 2576.0 pg/mL
Grelina:10.0 pg/mL
Insulina: 164.83 pg/mL
Glucagon: 64.0 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Necrosis: Ausente Moderado Degeneracion celular tubular: 83.44 um
Fibrosis/Inflamacion: Leve Leve
l;lfmero de identificacion: Corazon Higado Rifion Tejido adiposo
Edulcorante: Glucosa retmpemoneal
Sexo: Macho

Masa corporal: 386.0 g
Masa 6rgano: 1350 mg C,
11890 mg H, 1110 mg R,
7200 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.35% C,
3.08% H, 0.28% R, 1.86%
TR

GIP: 356.17 pg/mL
Colesterol: 77.63 mg/dL
Triglicéridos: 230.16 mg/dL
Leptina: 3753.50 pg/mL
Grelina: 10.67 pg/mL
Insulina: 127.67 pg/mL
Glucagoén: 66.0 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacion:
Ausente

Dafio glomerular: Grave

Degeneracion celular tubular:

Leve

Longitud mayor adipocitaria:
75.07 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifiébn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.h. Dieta Teklad Global, agua con glucosa, hembras

Ndmero de identificacion: 34
Edulcorante: Glucosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 150.5 g
Masa 6érgano: 390 mg C,
5970 mg H, 520 mg R,
2370 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.26% C,
3.97% H, 0.34% R, 1.57%
TR

GIP: 209.17 pg/mL
Colesterol: 101.34 mg/dL
Triglicéridos: 275.47 mg/dL
Leptina: 1922.0 pg/mL
Grelina: 8.67 pg/mL
Insulina: 69.0 pg/mL
Glucagon: 47.83 pg/mL

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Ausente

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Glucosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 192.3 g
Masa 6rgano: 990 mg C,
5920 mg H, 600 mg R,
3890 mg TR

Rel. m.0.:.m.c.=0.51% C,
3.08% H, 0.31% R, 2.02%
TR

GIP: 188.67 pg/mL
Colesterol: 62.29 mg/dL
Triglicéridos: 119.40 mg/dL
Leptina:1961.17 pg/mL
Grelina:8.33 pg/mL
Insulina: 43.17 pg/mL
Glucagon: 41.33 pg/mL

Necrosis: Ausente Moderado Degeneracion celular tubular: 72.12 pm
Fibrosis/Inflamacion: Ausente Ausente
NUmero de identificacion: 76 Corazon Higado Rifién Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Moderado

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
63.42 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifiébn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.i. Dieta Teklad Global, agua con sacarosa, machos

Ndmero de identificacién: 01
Edulcorante: Sacarosa
Sexo: Macho

Corazén

Masa corporal: 279.6 g
Masa 6rgano: 1230 mg C,
8580 mg H, 880 mg R,
4450 mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.44% C,
3.07% H, 0.31% R, 1.59%
TR

GIP: 207.0 pg/mL
Colesterol: 74.9 mg/dL
Triglicéridos: 150.63 mg/dL
Leptina: 3452.33 pg/mL
Grelina:10.33 pg/mL
Insulina: 113.0 pg/mL
Glucagén: 65.67 pg/mL

Higado

Rifién

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Ausente

Longitud mayor adipocitaria:

Necrosis: Ausente Ausente Degeneracién celular tubular: 76.98 um
Fibrosis/Inflamacion: Ausente Leve
Té‘{“em de identificacion: Corazon Higado Rifion Tejido adiposo
Edulcorante: Sacarosa retrope”toneal
Sexo: Macho

Masa corporal: 399.2 g
Masa 6rgano: 1330 mg C,
11230 mg H, 1290 mg R,
5540 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.33% C,
2.81% H, 0.32% R, 1.39%
TR

GIP: 262.50 pg/mL
Colesterol: 51.02 mg/dL
Triglicéridos: 154.42 mg/dL
Leptina: 1836.67 pg/mL
Grelina: 10.33 pg/mL
Insulina: 124.0 pg/mL
Glucag6n:56.83 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Ausente
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién:
Moderado

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
70.18 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifibn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.j. Dieta Teklad Global, agua con sacarosa, hembras

Numero de identificacién: 119
Edulcorante: Sacarosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 160.8 g
Masa 6rgano: 840 mg C,
6470 mg H, 750 mg R, 1150
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.52% C,
4.02% H, 0.47% R, 0.71%
TR

GIP: 203.17 pg/mL
Colesterol: 109.65 mg/dL
Triglicéridos: 257.34 mg/dL
Leptina: 1848.83 pg/mL
Grelina: 7.33 pg/mL
Insulina: 210.67 pg/mL
Glucagén: 47.33 pg/mL

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Sacarosa
Sexo: Hembra

Masa corporal: 215.2 g
Masa érgano: 910 mg C,
7940 mg H, 1050 mg R,
6700 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.42% C,
3.69% H, 0.49% R, 3.11 TR
GIP: 167.83 pg/mL
Colesterol: 89.38 mg/dL
Triglicéridos: 221.01 mg/dL
Leptina: 3139.33 pg/mL
Grelina: 7.0 pg/mL
Insulina: 100.33 pg/mL
Glucagoén: 50.67 pg/mL

Necrosis: Ausente Moderado Degeneracién celular tubular: 78.69 pm
Fibrosis/Inflamacion: Leve Moderado
Numero de identificacion: 131 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamacion: Leve

Dafio glomerular: Grave
Degeneracion celular tubular:
Grave

Longitud mayor adipocitaria:
86.69 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazon, H=higado, R=rifidn, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.k. Dieta Teklad Global, agua con acesulfame de K, machos

Ndmero de identificacién: 47
Edulcorante: Acesulfame K
Sexo: Macho

Masa corporal: 310.3 g
Masa 6rgano: 1160 mg C,
8080 mg H, 980 mg R, 3500
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.37% C,
2.6% H, 0.32% R, 1.13% TR
GIP: 222.50 pg/mL
Colesterol: 52.95 mg/dL
Triglicéridos: 70.75 mg/dL
Leptina: 2964.0 pg/mL
Grelina: 9.67 pg/mL
Insulina: 142.50 pg/mL
Glucagén: 51.83 pg/mL

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Ausente

Degeneracion vacuolar: Leve

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Acesulfame K
Sexo: Macho

Masa corporal: 382.9 g
Masa 6rgano: 1210 mg C,
9980 mg H, 1150 mg R,
6210 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.32% C,
2.6% H,0.30R, 1.62 TR
GIP: 76.0 pg/mL
Colesterol: 97.91 mg/dL
Triglicéridos: 87.00 mg/dL
Leptina: 2646.0 pg/mL
Grelina: 7.33 pg/mL
Insulina: 261.0 pg/mL
Glucagon: 46.67 pg/mL

Necrosis: Ausente Fibrosis/Inflamaciéon: Ausente | Degeneracion celular tubular: 101.15 um
Ausente
Nimero de identificacion: 144 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Ausente

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamacion: Leve

Dafio glomerular: Moderado

Degeneracion celular tubular:

Grave

Longitud mayor adipocitaria:
98.74 um

m.o.=masa Organo, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal

103




Tabla A.3.2.l. Dieta Teklad Global, agua con acesulfame de K, hembras

Nudmero de identificacion: 167
Edulcorante: Acesulfame K
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 160.0 g
Masa 6rgano: 900 mg C,
6220 mg H, 770 mg R, 1020
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.29% C,
2.0% H, 0.25% R, 0.33% TR
GIP: 258.33 pg/mL
Colesterol: 82.64 mg/dL
Triglicéridos: 75.54 mg/dL
Leptina: 1352.17 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 38.50 pg/mL
Glucagén: 53.00 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar: Leve

Dafio glomerular: Grave

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Acesulfame K
Sexo: Hembra

Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacién: Leve Degeneracion celular tubular: 81.51 um
Grave
Numero de identificacion: 39 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 211.1 g
Masa 6rgano: 960 mg C,
6510 mg H, 720 mg R, 1770
mg TR

Rel. m.o..m.c.=0.45% C,
3.08% H, 0.34% R, 0.84%
TR

GIP: 210.33 pg/mL
Colesterol: 86.44 mg/dL
Triglicéridos: 125.89 mg/dL
Leptina: 1687.50 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 76.33 pg/mL
Glucagon: 51.33 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Grave
Degeneracion celular tubular:
Grave

Longitud mayor adipocitaria:
101.93 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.m. Dieta Teklad Global, agua con aspartame, machos

:;lgrr;ero de idzntificacién: 137 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo
ulcorante: Aspartame .
Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 225.5 g
Masa 6rgano: 790 mg C,
5890 mg H, 800 mg R, 2240
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.35% C,
2.61% H, 0.35% R, 0.99%
TR

GIP: 125.17 pg/mL
Colesterol: 85.68 mg/dL
Triglicéridos: 145.21 mg/dL
Leptina: 2466.50 pg/mL
Grelina: 7.67 pg/mL
Insulina: 79.00 pg/mL
Glucagén: 47.33 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Leve Degeneracién vacuolar: Dafio glomerular: Grave Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Ausente Degeneracion celular tubular: 115.50 um
Fibrosis/Inflamacion: Ausente Grave
Nimero de identificacion: 138 Corazoén Higado Rifién Tejido adiposo
Edulcorante: Aspartame

Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 357.3 g
Masa érgano: 1240 mg C,
9930 mg H, 1400 mg R,
4700 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.35% C,
2.78% H, 0.39% R, 1.32%
TR

GIP: 89.67 pg/mL
Colesterol: 103.65 mg/dL
Triglicéridos: 144.08 mg/dL
Leptina: 2763.67 pg/mL
Grelina: 7.00 pg/mL
Insulina: 176.67 pg/mL
Glucagon: 44.17 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Leve Degeneracion vacuolar: Leve Dafio glomerular: Leve Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacién: Nulo Degeneracion celular tubular: 95.99 um
Leve

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.n. Dieta Teklad Global, agua con aspartame, hembras

Numero de identificacion: 170
Edulcorante: Aspartame
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 150.9 g
Masa 6rgano: 850 mg C,
5850 mg H, 650 mg R, 1580
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.56% C,
3.88% H, 0.43% R, 1.05%
TR

GIP: 210.33 pg/mL
Colesterol: 178.32 mg/dL
Triglicéridos: 187.78 mg/dL
Leptina: 1565.17 pg/mL
Grelina: 8.00 pg/mL
Insulina: 76.33 pg/mL
Glucagén: 47.67 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Aspartame
Sexo: Hembra

Necrosis: Nulo Moderado Degeneracién celular tubular: 78.69 pm
Fibrosis/Inflamacion: Nulo Moderado
Numero de identificacion: 113 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 189.7 g
Masa érgano: 780 mg C,
7430 mg H, 820 mg R, 2920
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.41% C,
3.92% H, 0.43% R, 1.54%
TR

GIP: 38.33 pg/mL
Colesterol: 127.47 mg/dL
Triglicéridos: 129.70 mg/dL
Leptina: 926.00 pg/mL
Grelina: 7.67 pg/mL
Insulina: 100.00 pg/mL
Glucagon: 34.00 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Nulo
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
83.65 um

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.0. Dieta Teklad Global, agua con mezcla (acesulfame K - Aspartame), machos

Ndmero de identificacién: 20
Edulcorante: Mezcla
Sexo: Macho

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 323.1 g
Masa 6rgano: 1300 mg C,
9060 mg H, 990 mg R, 4720
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.40% C,
2.80% H, 0.31% R, 1.46%
TR

GIP: 97.17 pg/mL
Colesterol: 81.70 mg/dL
Triglicéridos: 161.05 mg/dL
Leptina: 3780.67 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 47.33 pg/mL
Glucagoén: 46.17 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Nulo

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Mezcla
Sexo: Macho

Necrosis: Nulo Moderado Degeneracion celular tubular: 97.35 um
Fibrosis/Inflamacion: Nulo Nulo
Numero de identificacion: 15 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 403.2 g
Masa érgano: 1730 mg C,
10330 mg H, 1060 mg R,
6760 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.43% C,
2.56% H, 0.26% R, 1.68%
TR

GIP: 113.33 pg/mL
Colesterol: 91.59 mg/dL
Triglicéridos: 112.11 mg/dL
Leptina: 4178.17 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 219.00 pg/mL
Glucag6n: 51.67 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Grave

Degeneracion celular tubular:

Grave

Longitud mayor adipocitaria:
87.42 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.p. Dieta Teklad Global, agua con mezcla (acesulfame K — aspartame), hembras

Nudmero de identificacion: 118
Edulcorante: Mezcla
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 140.9 g
Masa 6rgano: 880 mg C,
5250 mg H, 590 mg R, 800
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.63% C,
3.73% H, 0.42% R, 0.47%
TR

GIP: 83.33 pg/mL
Colesterol: 129.43 mg/dL
Triglicéridos: 110.86 mg/dL
Leptina: 1967.00 pg/mL
Grelina: 8.00 pg/mL
Insulina: 83.67 pg/mL
Glucagén: 45.83 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Leve

Degeneracion vacuolar: Leve

Dafio glomerular: Grave

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Mezcla
Sexo: Hembra

Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacion: Leve Degeneracion celular tubular: 64.85 um
Grave
Numero de identificacion: 83 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 198.2 g
Masa érgano: 890 mg C,
6180 mg H, 830 mg R, 3600
mg TR

Rel. m.o..m.c.=0.45% C,
3.12% H, 0.42% R, 1.82%
TR

GIP: 179.83 pg/mL
Colesterol: 50.07 mg/dL
Triglicéridos: 83.00 mg/dL
Leptina: 1308.67 pg/mL
Grelina: 8.00 pg/mL
Insulina: 63.00 pg/mL
Glucagoén: 44.00 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamacién: Leve

Dafio glomerular: Leve
Degeneracion celular tubular:
Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
54.63 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.q. Dieta Teklad Global, agua con estevia, machos

Ndmero de identificacién: 25
Edulcorante: Estevia
Sexo: Macho

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 328. g
Masa 6rgano: 1160 mg C,
10610 mg H, 1030 mg R,
2660 mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.35% C,
3.23% H, 0.31% R, 0.81%
TR

GIP: 190.83 pg/mL
Colesterol: 111.92 mg/dL
Triglicéridos: 122.85 mg/dL
Leptina: 2473.33 pg/mL
Grelina: 12.33 pg/mL
Insulina: 249.17 pg/mL
Glucagén: 47.33 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo

Degeneracion vacuolar: Nulo

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Estevia
Sexo: Macho

Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacion: Nulo Degeneracion celular tubular: 94.64 pum
Nulo
Numero de identificacion: 19 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 448.6 g
Masa érgano: 1330 mg C,
11240 mg H, 1170 mg R,
6910 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.30% C,
2.51% H, 0.26% R, 1.54%
TR

GIP: 89.33 pg/mL
Colesterol: 84.84 mg/dL
Triglicéridos: 142.33 mg/dL
Leptina: 3603.33 pg/mL
Grelina: 9.67 pg/mL
Insulina: 155.33 pg/mL
Glucagon: 48.00 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Leve
Fibrosis/Inflamaciéon: Nulo

Dafio glomerular: Grave

Degeneracion celular tubular:

Moderado

Longitud mayor adipocitaria:
98.65 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal

109




Tabla A.3.2.r. Dieta Teklad Global, agua con estevia, hembras

Ndmero de identificacion: 122
Edulcorante: Estevia
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 138.6 g
Masa 6rgano: 770 mg C,
6200 mg H, 810 mg R, 2290
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.56% C,
4.47% H, 0.58% R, 1.65%
TR

GIP: 106.00 pg/mL
Colesterol: 89.28 mg/dL
Triglicéridos: 127.72 mg/dL
Leptina: 1023.50 pg/mL
Grelina: 8.67 pg/mL
Insulina: 96.00 pg/mL
Glucagén: 50.50 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo

Degeneracion vacuolar:

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Estevia
Sexo: Hembra

Necrosis: Nulo Moderado Degeneracion celular tubular: 70.53 pm
Fibrosis/Inflamacion: Nulo Leve
Numero de identificacion: 37 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 191.9 g
Masa érgano: 940 mg C,
7170 mg H, 650 mg R, 1670
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.49% C,
3.74% H, 0.34% R, 0.87%
TR

GIP: 332.83 pg/mL
Colesterol: 99.78 mg/dL
Triglicéridos: 222.26 mg/dL
Leptina: 1878.33 pg/mL
Grelina: 8.67 pg/mL
Insulina: 171.33 pg/mL
Glucagon: 58.00 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamaciéon: Nulo

Dafio glomerular: Nulo

Degeneracion celular tubular:

Leve

Longitud mayor adipocitaria:
105.59 pm

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.s. Dieta Teklad Global, agua con sacarina, machos

:;lgrr;ero de idgntificgcién: 02 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo
ulcorante: Sacarina .
Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 295.8 g
Masa 6rgano: 1260 mg C,
8840 mg H, 990 mg R, 3850
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.43% C,
2.99% H, 0.33% R, 1.30%
TR

GIP: 168.00 pg/mL
Colesterol: 77.68 mg/dL
Triglicéridos: 113.42 mg/dL
Leptina: 3250.67 pg/mL
Grelina: 13.67 pg/mL
Insulina: 297.00 pg/mL
Glucagoén: 68.00 pg/mL

'-'a'.l

Observaciones Lipofuscina: Nulo Degeneracién vacuolar: Leve Dafio glomerular: Moderado Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacion: Nulo Degeneracion celular tubular: 93.31 um
Leve
Nimero de identificacion: 14 Corazoén Higado Rifién Tejido adiposo
Edulcorante: Sacarina

Sexo: Macho retroperitoneal

Masa corporal: 461.2 g
Masa érgano: 2260 mg C,
12670 mg H, 1230 mg R,
6220 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.49% C,
2.75% H, 0.27% R, 1.35%
TR

GIP: 97.83 pg/mL
Colesterol: 96.19 mg/dL
Triglicéridos: 78.21 mg/dL
Leptina: 3537.00 pg/mL
Grelina: 10.67 pg/mL
Insulina: 305.17 pg/mL
Glucagon: 47.33 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Leve Degeneracion vacuolar: Leve Dafio glomerular: Moderado Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamaciéon: Nulo Degeneracion celular tubular: 106.32 um
Nulo

m.o.=masa Organo, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.t. Dieta Teklad Global, agua con sacarina, hembras

Numero de identificacion: 130 Corazén Higado Rifion Tejido adiposo

Edulcorante: Sacarina .
Sexo: Hembra retroperitoneal

Masa corporal: 147.4 g
Masa 6rgano: 1230 mg C,
6190 mg H, 620 mg R, 1080
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.83% C,
4.20% H, 0.42% R, 0.73%
TR

GIP: 169.33 pg/mL
Colesterol: 137.65 mg/dL
Triglicéridos: 157.40 mg/dL
Leptina: 2037.67 pg/mL
Grelina: 8.00 pg/mL
Insulina: 43.17 pg/mL
Glucagén: 50.33 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Leve Degeneracién vacuolar: Leve Dafio glomerular: Moderado Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacion: Nulo Degeneracion celular tubular: 88.07 um
Moderado
Nimero de identificacion: 36 Corazoén Higado Rifién Tejido adiposo

Edulcorante: Sacarina

Sexo: Hembra retroperitoneal

Masa corporal: 203.4 g
Masa érgano: 790 mg C,
5930 mg H, 690 mg R, 2600
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.39% C,
2.92% H, 0.34% R, 1.28%
TR

GIP: 268.33 pg/mL
Colesterol: 75.31 mg/dL
Triglicéridos: 101.38 mg/dL
Leptina: 1687.67 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 96.67 pg/mL
Glucagon: 58.00 pg/mL

Observaciones Lipofuscina: Nulo Degeneracion vacuolar: Leve Dafio glomerular: Nulo Longitud mayor adipocitaria:
Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamaciéon: Nulo Degeneracion celular tubular: 84.69 um
Leve

m.o.=masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.u. Dieta Teklad Global, agua con sucralosa, machos

Ndmero de identificacion: 46
Edulcorante: Sucralosa
Sexo: Macho

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 312.0 g
Masa 6rgano: 1180 mg C,
9200 mg H, 1000 mg R,
3650 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.38% C,
2.95% H, 0.32% R, 1.17%
TR

GIP: 135.33 pg/mL
Colesterol: 85.89 mg/dL
Triglicéridos: 200.82 mg/dL
Leptina: 2693.67 pg/mL
Grelina: 9.33 pg/mL
Insulina: 157.17 pg/mL
Glucagon: 45.33 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo

Degeneracion vacuolar: Nulo

Dafio glomerular: Moderado

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Sucralosa
Sexo: Macho

Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacioén: Nulo Degeneracion celular tubular: 87.19 um
Leve
Numero de identificacion: 51 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 395.8 g
Masa érgano: 2060 mg C,
9830 mg H, 1120 mg R,
6410 mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.52% C,
2.48% H, 0.28% R, 1.62%
TR

GIP: 162.50 pg/mL
Colesterol: 69.33 mg/dL
Triglicéridos: 122.05 mg/dL
Leptina: 3779.17 pg/mL
Grelina: 10.17 pg/mL
Insulina: 407.33 pg/mL
Glucagon: 49.67 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar:
Moderado
Fibrosis/Inflamacion: Nulo

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Nulo

Longitud mayor adipocitaria:
86.95 um

m.o. =masa 6rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.2.v. Dieta Teklad Global, agua con sucralosa, hembras

Ndmero de identificacion: 111
Edulcorante: Sucralosa
Sexo: Hembra

Corazén

Higado

Tejido adiposo
retroperitoneal

Masa corporal: 143.7 g
Masa 6rgano: 810 mg C,
6220 mg H, 670 mg R, 590
mg TR

Rel. m.0o..m.c.=0.56% C,
4.33% H, 0.47% R, 0.41%
TR

GIP: 105.50 pg/mL
Colesterol: 138.30 mg/dL
Triglicéridos: 174.96 mg/dL
Leptina: 1684.83 pg/mL
Grelina: 9.00 pg/mL
Insulina: 58.33 pg/mL
Glucagoén: 54,67 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo

Degeneracion vacuolar: Nulo

Dafio glomerular: Leve

Longitud mayor adipocitaria:

Edulcorante: Sucralosa
Sexo: Hembra

Necrosis: Nulo Fibrosis/Inflamacion: Leve Degeneracion celular tubular: 67.50 um
Moderado
Numero de identificacion: 44 Corazoén Higado Rifion Tejido adiposo

retroperitoneal

Masa corporal: 209.8 g
Masa érgano: 1020 mg C,
7790 mg H, 710 mg R, 2840
mg TR

Rel. m.0..m.c.=0.49% C,
3.71% H, 0.34% R, 1.35%
TR

GIP: 658.17 pg/mL
Colesterol: 70.27 mg/dL
Triglicéridos: 180.99 mg/dL
Leptina: 2724.17 pg/mL
Grelina: 9.33 pg/mL
Insulina: 133.67 pg/mL
Glucagon: 47.50 pg/mL

Observaciones

Lipofuscina: Nulo
Necrosis: Nulo

Degeneracion vacuolar: Leve

Fibrosis/Inflamacién: Nulo

Dafio glomerular: Leve

Degeneracion celular tubular:

Nulo

Longitud mayor adipocitaria:
65.4 pm

m.o.=masa 0rgano, m.c.=masa corporal, C=corazén, H=higado, R=rifiones, TR=tejido retroperitoneal
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion

Rifiones Higado Corazén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafo Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

32 Acesulfame K H 2 0 1 0 0 1 87.08 1.91
39 Acesulfame K H 3 0 2 0 0 0 101.93 1.77
40 Acesulfame K H 0 1 1 0 0 0 88.19 1.05
75 Acesulfame K H 1 2 1 1 0 0 94.72 1.93
77 Acesulfame K H 0 2 0 1 0 0 40.33 2.6
117 Acesulfame K H 2 2 0 1 0 1 69.61 0.89
167 Acesulfame K H 3 3 1 1 0 1 81.51 1.02
169 Acesulfame K H 2 2 2 1 0 1 86.9 0.61
35 AIN93M H 1 0 2 0 0 0 81.83 3.71
65 AIN93M H 1 2 0 1 0 0 49.22 3.39
66 AIN93M H 1 2 1 1 0 0 40.27 0.83
71 AIN93M H 2 2 2 1 0 0 24.92 4.85
81 AIN93M H 0 1 0 1 0 0 23.06 1.93
123 AIN93M H 1 1 1 1 0 1 63.1 1
129 AIN93M H 1 2 1 0 0 1 83.16 1.63
165 AIN93M H 2 3 3 3 0 1 78.69 0.73
78 Aspartame H 0 0 0 0 0 0 89.45 2.81
82 Aspartame H 1 2 1 1 0 0 49.94 1.13
87 Aspartame H 0 1 1 1 0 0 82.55 3.15
113 Aspartame H 1 2 0 1 0 0 83.65 2.92
121 Aspartame H 1 1 0 0 0 1 47.9 2.02
164 Aspartame H 1 2 1 0 0 1 101.65 1.75
170 Aspartame H 2 2 2 0 0 1 78.69 1.58
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacion)

Rifiones Higado Corazén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacién miocardia (um) tejido (g)
tubular

174 Aspartame H 2 2 2 1 0 1 132.79 1.42
28 Control H 0 1 2 0 0 1 88.06 3.82
38 Control H 0 1 0 1 0 0 85.66 2.54
84 Control H 0 2 1 1 0 0 86.42 3.15
85 Control H 1 2 0 1 0 0 87.63 5.47
88 Control H 0 2 0 1 0 0 104.23 1.47
124 Control H 1 2 1 0 0 1 69.48 1.81
128 Control H 2 1 2 1 0 1 95.58 2.15
157 Control H 3 2 1 0 0 0 76.65 0.59
37 Estevia H 0 1 2 0 0 0 105.79 1.67
73 Estevia H 1 2 1 1 0 0 97.06 4.18
80 Estevia H 1 2 0 1 0 0 98.67 1.6
122 Estevia H 1 1 2 0 0 0 70.53 2.29
125 Estevia H 0 0 0 0 0 1 82.63 1.07
155 Estevia H 2 2 2 1 0 1 78.56 0.72
171 Estevia H 3 3 2 1 0 1 105.51 1.37
175 Estevia H 2 2 2 0 0 1 90.05 0.94
26 Fructosa H 3 1 2 1 0 0 78.59 2.01
31 Fructosa H 1 0 1 1 0 0 66.79 5.06
116 Fructosa H 1 2 0 1 0 1 63.14 0.87
120 Fructosa H 1 2 2 1 0 1 78.69 0.9
159 Fructosa H 3 3 1 0 0 1 93.57 1.55
162 Fructosa H 2 1 1 0 0 1 122.55 191
166 Fructosa H 2 2 1 0 0 1 108.38 2.82
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacion)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

173 Fructosa H 2 2 2 1 0 1 133.76 1.88
27 Glucosa H 0 0 1 0 0 0 59.59 2.37
30 Glucosa H 3 0 1 0 0 0 85.45 3.77
34 Glucosa H 0 0 2 0 0 0 72.12 5.95
76 Glucosa H 2 2 1 1 0 0 63.42 3.89
86 Glucosa H 1 2 0 1 0 0 78.54 6.42
114 Glucosa H 0 2 0 1 0 0 84.81 0.8
126 Glucosa H 2 3 2 1 0 1 75.27 0.88
127 Glucosa H 2 2 2 1 0 1 69.91 2.46
68 Mezcla H 2 2 2 1 0 0 35.13 3.07
70 Mezcla H 2 2 1 0 0 0 34.7 1.15
79 Mezcla H 2 2 2 1 0 0 80.58 1.26
83 Mezcla H 1 2 1 1 0 0 54.63 3.6
112 Mezcla H 1 2 1 1 0 0 74.06 1.3
115 Mezcla H 2 2 0 1 0 1 49.87 3.32
118 Mezcla H 3 3 1 1 0 1 64.85 0.8
163 Mezcla H 2 1 1 0 0 1 57.35 1.57
33 Sacarina H 2 1 2 1 0 0 110.49 6.12
36 Sacarina H 0 1 1 0 0 0 84.69 2.6
41 Sacarina H 0 0 2 0 0 0 114.63 2.08
64 Sacarina H 1 1 1 1 0 0 65.89 3.44
69 Sacarina H 2 2 1 1 0 0 57.16 3.61
130 Sacarina H 2 2 1 0 0 1 88.07 1.08
158 Sacarina H 1 1 1 0 0 1 78.69 0.98
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacién)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

172 Sacarina H 2 2 2 1 0 1 92.91 0.7
29 Sacarosa H 1 1 2 0 0 0 80.81 3.78
67 Sacarosa H 1 2 0 1 0 0 93.09 3.65
72 Sacarosa H 2 2 1 1 0 0 93.09 6.01
74 Sacarosa H 1 2 2 1 0 0 78.28 2.98
119 Sacarosa H 2 2 2 1 0 1 78.69 1.15
131 Sacarosa H 3 3 2 1 0 1 86.69 6.7
161 Sacarosa H 2 2 1 0 0 1 111.22 3.12
176 Sacarosa H 3 3 2 1 0 1 91.57 2.02
42 Sucralosa H 1 0 1 0 0 0 90.28 0.62
43 Sucralosa H 1 0 1 0 0 0 69.23 1.06
44 Sucralosa H 1 0 1 0 0 0 65.4 2.84
111 Sucralosa H 1 2 0 1 0 0 67.5 0.59
132 Sucralosa H 1 2 1 0 0 1 92.29 1.72
156 Sucralosa H 1 1 1 0 0 1 76.97 1.51
160 Sucralosa H 2 3 2 0 0 1 134.57 3.21
168 Sucralosa H 3 2 1 0 0 1 85.89 0.92
13 Acesulfame K M 1 0 1 1 0 0 90.48 3.59
47 Acesulfame K M 1 0 1 0 0 0 101.15 35
49 Acesulfame K M 0 0 1 0 0 0 47.8 6.81
55 Acesulfame K M 0 1 2 0 0 0 92.84 2.75
59 Acesulfame K M 1 2 0 1 0 0 51.42 5.94
63 Acesulfame K M 1 2 0 1 0 0 104.81 4.65
144 Acesulfame K M 2 3 2 1 0 1 98.74 6.21
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacion)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

146 Acesulfame K M 2 2 1 0 0 1 96.62 4.14
16 AIN93M M 1 2 2 1 0 0 98.65 6.79
22 AIN93M M 1 0 1 0 0 0 105.37 7.2
58 AIN93M M 0 0 0 2 0 0 76.46 4.46
96 AIN93M M 2 2 0 1 0 0 82.45 7.8
102 AIN93M M 1 2 1 1 0 0 99.27 4.17
105 AIN93M M 1 2 1 1 0 0 77.76 3.94
142 AIN93M M 3 3 1 0 0 0 116.73 5.32
153 AIN93M M 2 2 1 0 0 0 115.46 5.57
99 Aspartame M 1 2 1 1 0 0 82.76 3.43
108 Aspartame M 2 2 1 2 0 0 118.56 3.12
110 Aspartame M 1 2 0 1 0 0 91.84 3.72
137 Aspartame M 3 3 0 0 0 1 115.5 2.24
138 Aspartame M 1 1 1 0 0 1 95.99 4.7
140 Aspartame M 1 2 2 0 0 1 102.12 3.01
147 Aspartame M 1 2 1 0 0 1 116.1 4.27
151 Aspartame M 2 2 0 0 0 1 100.11 1.66
3 Control M 1 0 0 0 0 0 73.4 2.27

21 Control M 2 0 1 0 0 0 101.56 5.61
57 Control M 0 0 1 0 0 0 34.32 4.5
61 Control M 0 2 0 1 0 1 27.14 4.28
93 Control M 0 2 0 1 0 0 103.99 3.33
94 Control M 1 2 1 1 0 0 99.87 5.23
100 Control M 1 2 1 1 0 0 98.11 6.1
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacion)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

143 Control M 2 2 1 0 0 1 124.17 3.51
18 Estevia M 3 1 0 0 0 1 35.72 7.74
19 Estevia M 3 2 1 0 0 0 98.65 6.91
25 Estevia M 1 0 0 0 0 0 94.64 2.66
56 Estevia M 2 0 1 0 0 0 65.17 5.44
62 Estevia M 0 2 0 1 0 0 97.47 6
90 Estevia M 1 2 1 1 0 0 47.14 2.18
95 Estevia M 3 3 1 1 0 0 97.34 4.54
97 Estevia M 1 2 0 1 0 0 47.83 3.34
6 Fructosa M 2 0 0 1 0 0 88.34 2.88
23 Fructosa M 2 0 0 1 0 0 68.65 2.8
104 Fructosa M 1 2 1 2 0 0 57.03 3.68
107 Fructosa M 1 2 1 1 0 0 89.92 4.32
109 Fructosa M 0 2 0 1 0 1 40.02 5.69
145 Fructosa M 3 3 1 0 0 1 125.77 6.48
149 Fructosa M 2 2 1 1 0 1 108.79 2.89
152 Fructosa M 0 1 0 0 0 1 79.39 3.5
5 Glucosa M 1 1 2 1 0 1 83.44 7.2
8 Glucosa M 1 0 2 0 0 0 115.54 4.41
11 Glucosa M 3 1 1 0 0 0 75.07 341
45 Glucosa M 0 2 2 0 0 0 93.57 11.34
91 Glucosa M 1 2 0 1 0 0 74.98 4.16
98 Glucosa M 1 1 1 2 0 0 44.5 3.74
133 Glucosa M 1 2 1 0 0 1 83.46 7.53
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacién)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular

135 Glucosa M 3 3 2 1 0 1 123.27 4.53
12 Mezcla M 2 0 2 0 0 0 90.75 3.09
15 Mezcla M 1 0 2 0 0 1 87.42 6.76
17 Mezcla M 2 0 2 0 0 0 104.63 5.24
20 Mezcla M 0 0 2 0 0 1 97.35 4.72
24 Mezcla M 1 0 1 0 0 0 107 3.88
52 Mezcla M 1 0 1 0 0 0 64.02 411
103 Mezcla M 1 2 0 1 0 0 100.7 3.95
139 Mezcla M 2 2 1 1 0 1 106.76 3.51
2 Sacarina M 2 1 1 0 0 0 93.31 3.85
7 Sacarina M 2 1 1 0 0 1 86.37 4.34
14 Sacarina M 0 0 1 0 0 1 106.32 6.22
60 Sacarina M 0 2 0 1 0 0 40.02 4.44
89 Sacarina M 2 2 1 1 0 0 89.76 1.74
92 Sacarina M 2 2 0 1 0 0 26.21 4.26
134 Sacarina M 1 2 1 0 0 1 108.04 4.3
148 Sacarina M 2 2 1 0 0 1 134.92 4.66
1 Sacarosa M 0 1 0 0 0 0 76.98 4.45
4 Sacarosa M 2 0 0 1 0 1 69.14 5.89
10 Sacarosa M 0 0 3 0 0 0 101.62 3.35
48 Sacarosa M 0 1 1 0 0 0 40.94 8.86
50 Sacarosa M 0 0 0 1 0 0 51.97 5.55
54 Sacarosa M 2 0 0 0 0 1 62.13 5.81
101 Sacarosa M 1 2 1 2 0 0 70.18 5.54
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Tabla A.3.3. Resultados generales de los parametros evaluados durante la experimentacion (continuacion)

Rifiones Higado Corazoén Tejido adiposo
retroperitoneal
ID Edulcorante Sexo Dafio Deg. Deg. Fibrosis/ Necrosis Lipofuscina LMA Masa de
glomerular celular | vacuolar | Inflamacion miocardia (um) tejido (g)
tubular
154* Sacarosa M 0 0 0 0 0 0 0 0
9 Sucralosa M 1 2 2 0 0 0 95.92 5.35
46 Sucralosa M 0 1 0 0 0 0 87.19 3.65
51 Sucralosa M 1 0 2 0 0 0 86.95 6.41
56 Sucralosa M 2 0 1 0 0 0 63.34 9.12
106 Sucralosa M 2 2 1 1 0 0 95.53 5
136 Sucralosa M 1 2 2 0 0 1 95.44 4.85
141 Sucralosa M 1 2 1 1 0 1 120.73 7.08
150 Sucralosa M 2 2 2 0 0 1 96.71 4.64

*Rata que fallecié la noche anterior a la eutanasia

Nota
Para futuras investigaciones, la rata 154 que falleci6é por causas desconocidas la noche anterior a la eutanasia presento los

siguientes datos el ultimo dia que estuvo viva:
Masa: 398.5 g

Alimento ingerido: 5.1 g

Volumen de agua con sacarosaingerido: 42 mL
Alimento ingerido acumulado: 1046.4 g

Bebida ingerida acumulada: 12080 mL
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Anexo 4. Graficos de resultados

1.5

1.0 9

0.5

0.0~

\go

B
Q' (g C - -3 o o o
“ ‘° w‘° -‘\ ,.,o" o" "\ & (o °°
é 0 ‘5 (, (°
N
Qo ® 6 Q 54 ° §° ,,0
v

Edulcorantes

Figura A.4.1. Nivel de lipofuscina en ratas por edulcorante. A) Machos. B) Hembras

Higado

2.5 9

Degeneracion vacuolar (u.a.)

Degeneracion vacuolar (u.a.)

Edulcorantes \d

QO

AY 3 & o 3 o & -3
“ @ a\ 0) o" PR ) o°
g AN O
069 < ¢ ¢ & & o ‘o
0 Q‘ [ ° 50 "‘)

v
Edulcorantes

Figura A.4.2. Nivel de degeneracién vacuolar en ratas por edulcorante. A) Machos.
B) Hembras

124



_ 2.01 B
cu: — 2.5
- <
~ =}
c 1.5 1 ~ 2.0 4
) c
© ©
©
£ & 154
P 1.0 £
= o
- =
= £
> =
s 0.5 3
° 2
2 =
w 0.0 i
+ RS o o o o o
0 q," & O °\° o o0 e & 0 O
GG A N TR AP
© S o < Y ¥
RO A M <t o 0% (o o
5
' v
v Edulcorantes > Edulcorantes

Figura A.4.3. Nivel de fibrosis/inflamacion en ratas por edulcorante. A) Machos.

B) Hembras
Rinones
A
4-
« 5
2 31 3
e 5
= 2
° 5
o €
o o
el B 14
N o
[a] i
[
[a]
=

<+ e o O O O & O O
4 9"‘b < &° g"‘o 0" & B @ O
,‘o‘ov\*‘ (‘ooo“ PP R C N
9"\ "Qo € o7 o g
& L4
> Edulcorantes > Edulcorantes

Figura A.4.4. Nivel de dafio glomerular en ratas por edulcorante. A) Machos.

B) Hembras

125



Degeneracioncelulartubular(u.a.)
Degeneracion celulartubular (u.a.)

éo C N3
o 0 N CO
<“¢°4‘oa"°<‘°‘°\°

3 ¢ Yoo
o é 9 A% O o @
& o° LAPOARS I PR
s S 9
< "
A4 Edulcorantes V' Edulcorantes

Figura A.4.5. Nivel de degeneracion celular tubular en ratas por edulcorante.
A) Machos. B) Hembras

Tejido adiposo retroperitoneal

>

1509

[
o
o

[
o
o

a
o

o

Longitud mayor adipocitaria (micrométros)
Longitud mayor adipocitaria (micrometros)

& N o A o° L 0
& & & e ® 0 ~ o O N0
\‘0 \e o °¢ Y 0" \0 ‘} ° (0
K A4 [ 4 <t © ° o¢ o¢
Q‘v v& LY 5 R
<
A d Edulcorantes A d Edulcorantes

Figura A.4.6. Nivel de longitud mayor adipocitaria en ratas por edulcorante.
A) Machos. B) Hembras

126



10 6
[=2) 8 o
] [e)
il =]
) )
(0] ()
kel el
© (]
2] 2]
] [
= =
0@ 2 P A G g
S ¢ & & RIS
\‘0 \e‘ N ) Qs ‘0 4 0" I ‘_(
Ry v e (9 [ s 50 KS
L] 5 LY
‘0 v’
\ 4 Edulcorantes \4 Edulcorantes

Figura A.4.7. Masa de tejido adiposo retroperitoneal en ratas por edulcorante.
A) Machos. B) Hembras

127



Anexo 5. Hoja técnica de la dieta AIN93M

Teklad Custom Diet

1D.94048

AIN-93M Purified Diet

Casein 140.0
L-Cystine 1.8
Corn Starch 465.692
Maltodextrin 155.0
Sucrose 100.0
Soybean Oil 40.0
Cellulose 50.0
Mineral Mix, AIN-93M-MX (94049) 35.0
Vitamin Mix, AIN-93-VX (94047) 10.0
Choline Bitartrate 2.5
TBHQ, antioxidant 0.008

Reference: J. Nutr. 123:1939-1951, 1993. Formulated for the maintenance
of adult, non-reproducing rodents.

Selected Nutrient Information*

% by weight % kcal from

Protein 12.4 13.7
Carbohydrate 68.3 75.9
Fat 4.1 10.3
Kcallg 3.6

*Values are calculated from ingredient analysis or manufacturer data

Speak With A Nutritionist

+ (800) 483-5523

+ askanutritionist@envigo.com

Teklad diets are designed & manufactured for research purposes only.

+++
ENVIGO

Key Features

+ Purified Diet
+ American Institute of Nutrition

+ Maintenance
+ Commonly Used

Key Planning Information

+ Products are made fresh to order
+ Store product at 4°C or lower
+ Use within 6 months (applicable to most diets)
+ Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number
+ Replace diet at minimum once per week
More frequent replacement may be advised

+ Lead time:

* 2 weeks non-irradiated

* 4 weeks irradiated

Product Specific Information

+ 1/2" Pellet or Powder (free flowing)
+ Minimum order 3 Kg
+ Irradiation not advised
* Contact a nutritionist for recommendations

+ Rush order (pending availability)
+ Irradiation (see Product Specific Information)
+ Vacuum packaging (1 and 2 Kg)

Contact Us

Obtain pricing - Check order status
+ teklad@envigo.com

+(800) 483-5523 IQ\

International Inquiry (outside USA or Canada)

+ askanutritionist@envigo.com

Place Your Order (usa & canada)

Please Choose One
+ envigo.com/teklad-orders
+ tekladorders@envigo.com

+(800) 483-5523

+ (608) 277-2066 facsimile

ey

© 2015 Envigo

00722115

Envigo Teklad Diets + Madison WI + envigo.com + tekladinfo@envigo.com + (800) 483-5523
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Anexo 6. Extracto del articulo de Sengupta (2013) sobre la correlaciéon entre la edad
de las ratas Wistar y la de los seres humanos

Figura A.6.1 Cronologia de la vida de una rata
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Neonatal Destete Pubertad Adultez

Tabla A.6.1 Correlaciéon entre la edad de las ratas y la de los seres humanos

Duracion  Edad de Edad
del periodo rata (dias) humana

Etapa Dias humanos/

1 dia de rata (dias) (dias)

Destete 8.6 21 182.5

Pubertad 111.0 29 50 3358
Adultez 34.8 13 63 3832.5
Vejez 31.0 537 600 20440
Muerte 21.4 485 1085 30842.5

Ejemplo destete
8.6 dias humanos - 1 dia de rata
X - w» 21 dias (duracién)

Ejemplo vejez
31.0 dias humanos—™® 1 dia de rata
X — 537 dias (duracion)
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Anexo 7. Disposicion controlada de los residuos producidos en esta investigacion

El tratamiento de residuos se basa en el catalogo de Procedimientos de Bioseguridad
en el Departamento de Patologia, el cual pertenece al Sistema de Gestion de la
Calidad en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, basado en la normatividad vigente. Dentro de las normas de

referencia se encuentran:

e Ley General de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente. 28-01-1998.
Ultima Reforma Decreto de Ley, 07-06-2013.

e Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos. 2007

e Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al
Ambiente en Materia de Prevencién y Control de la Contaminacion de la
Atmosfera. 2006

e Reglamento de la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos. Noviembre 2006.

e Ley Federal de Responsabilidad Ambiental. 07-07-2013.

¢ NOM-052-SEMARNAT-2005. Norma Oficial Mexicana que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de
los residuos peligrosos.

e NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002. Norma Oficial Mexicana de Proteccion
Ambiental- Salud Ambiental- Residuos Peligrosos Biologico Infecciosos-
Clasificacion y Especificaciones de Manejo.

e Manual de Procedimientos de Seguridad en los Laboratorios de la UNAM, 22
Edicion. México: DGIRE-UNAM, 2002.

e Procedimiento para el Manejo de Residuos Peligrosos. FMVZ-UNAM, 22
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