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RESUMEN

Introduccion. Es bien sabido que las dietas hipercal6ricas son un factor determinante para el
desarrollo de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas. En particular, la ingesta de
edulcorantes caldricos o nutritivos. En este sentido, el consumo de productos alimenticios que
contienen alternativas sin calorias (edulcorantes artificiales no caloricos) se ha vuelto cada vez
mas popular. Sin embargo, estudios recientes relacionan un estado de intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina con el consumo crénico de algunos de estos edulcorantes que se encuentran
disponibles en el mercado, como es el caso de la sucralosa. Por lo tanto, es necesario evaluar si el
consumo agudo de sucralosa se asocia con intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, asi
como en la secrecion de hormonas metabolicas y si existe un efecto sobre las subpoblaciones de
monocitos asi como sobre su capacidad inflamatoria y migratoria para generar evidencia cientifica
que sirva de base para emitir recomendaciones fiables sobre el uso habitual de edulcorantes no
caldricos en nuestra poblacion. Metodologia. Cuarenta y cinco adultos sanos de ambos sexos
fueron incluidos en este ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, placebo-controlado para analizar
el efecto de la exposicion aguda de sucralosa sobre la respuesta de glucosa, insulina, glucagén,
péptido C e incretinas (GIP y GLP-1) a una curva de tolerancia a la glucosa (OGTT, por sus siglas
en inglés) de 180 minutos y su posible relacion con los porcentajes de monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos que expresan CD11c y CD206. Resultados. Aunque los valores de
glucosa no mostraron diferencias significativas entre los grupos de placebo y sucralosa a lo largo
de laOGTT, se encontrd que la ingesta de sucralosa antes de la OGTT se asocia con un un aumento
significativo de 1.3 veces en los niveles séricos de insulina a los 30 minutos, en comparacion con
los sujetos que bebieron agua como placebo (p= 0.032). Ademas, se encontrd que, Al final de la
OGTT, mientras el porcentaje de monocitos clasicos aumento significativamente 7% (p= 0.0019)
en el grupo de sucralosa el porcentaje de monocitos no clasicos se redujo significativamente 63%
(p <0.0001) en comparacion con el grupo control (Figura 2e). Se reporta también que, en el grupo
de sucralosa, la concentracion de insulina sérica se asocia positivamente con los monocitos
clasicos (r = 0.41, p = 0.02), y negativamente con los monocitos no clasicos (r = -0.42, P = 0.01)
al final de la OGTT. Ademas, se evidencid que el grupo de sucralosa presentd concentraciones
significativamente menores de glucagon a los 30 y 60 minutos en comparacion con el grupo
placebo (P30 minutos= 0.002; Pso minutos= 0.011; Figura 3A). El presente trabajo demuestra que un solo

sorbo de sucralosa durante una OGTT aumenta los niveles séricos de insulina en adultos jovenes



sanos. El consumo de sucralosa no solo se relaciond con niveles elevados de insulina, sino también
con una mayor proporcion de monocitos clasicos y un porcentaje reducido de monocitos no
clasicos. Conclusiones. Los resultados del presente trabajo podrian impactar en el tratamiento y
control de pacientes con DT2 que presentan una secrecion de insulina deficiente y pacientes con
obesidad y resistencia a la insulina, ya que sin conocer el efecto potencialmente dafiino a largo
plazo de edulcorantes artificiales caloricos sobre el metabolismo de la insulina, se piensa que el

consumo de sucralosa podria reducir la glucemia y la ingesta de calorias.



ANTECEDENTES
Obesidad y enfermedades metabdlicas

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial caracterizada por una cantidad
excesiva de grasa corporal como consecuencia de la interaccion entre un estilo de vida sedentario
y una mayor ingesta de energia. Actualmente es un problema global de salud, ya que en las tltimas
cuatro décadas su prevalencia se ha triplicado en todo el mundo. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), al 2016 se estimaron mas de 1,900 millones de adultos con sobrepeso
y obesidad (www.who.int/). La obesidad estd aumentando en todas las regiones del mundo y hasta
el momento ningln pais, con alto, medio o bajo desarrollo, ha tenido éxito en evitar que su
prevalencia siga aumentando. Como ejemplo, al 2019 México ocupaba el primero y segundo lugar
mundial de obesidad infantil y en adultos, respectivamente (www.unicef.org/mexico/). En 2020,
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de México inform6 una prevalencia de
obesidad de 18.6%, 17.0%, y 40.2% en nifios de 5 a 11 afios, adolescentes de 12 a 19 afios, y
adultos, respectivamente[1]. Estas prevalencias resultan alarmantes debido a que la obesidad
infantil se ha descrito como principal predictor de obesidad y complicaciones metabodlicas en el
adulto[2].

La obesidad se asocia con enfermedades metabdlicas de inicio temprano (como
hipertension, insulinoresistencia, dislipidemia, diabetes tipo 2 [DT2], higado graso no alcohdlico,
enfermedad cardiovascular, entre otras) y mortalidad prematura por todas las causas[3, 4]. De
hecho, la obesidad se considera como el principal factor de riesgo para desarrollar DT2, debido a
que 80% de los nifios y adultos con DT2 presentd sobrepeso u obesidad al momento de su
diagnostico[5, 6].

Fisiopatologia de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas

El tejido adiposo humano se divide en marrén y blanco, el primero es responsable de la
actividad termogénica, mientras que el segundo (se distribuye a nivel subcutaneo y visceral) se
encarga de almacenar grasa corporal y secretar proteinas de sefializacion que ejercen efectos
metabdlicos y antinflamatorios (leptina, neuropéptido Y [NPY], adiponectina y factor de necrosis
tumoral a [TNFa]). Mientras que en condiciones de exceso de energia el tejido adiposo blanco
almacena el exceso de nutrimentos en forma de lipidos neutros, en condiciones de déficit provee

nutrimentos a otros tejidos a través de lipdlisis.



En el exceso de energia el tejido adiposo blanco presenta hipertrofia e hiperplasia. Primero,
los adipocitos se hipertrofian y secretan hormonas y citocinas paracrinas que facilitan el
reclutamiento y diferenciacion de preadipocitos para almacenar el exceso de nutrientes
(hiperplasia)[7]. Sin embargo, el tejido tiene un limite de expansion que cuando se alcanza, pierde
funcionalidad y su capacidad de expandirse[8, 9]. La razon de la pérdida de plasticidad celular en
el tejido adiposo se debe a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, derivadas de
macrofagos, en respuesta a la inflamacidn causada por la hipertrofia y/o muerte de los adipocitos
disfuncionales[10]. De esta manera, el tejido adiposo sélo tiene la capacidad de almacenar el
exceso de grasa a través de la hipertrofia de sus células, causando lipotoxicidad, inflamacion,
hipoxia, secrecion alterada de adipocinas y disfuncion mitocondrial que contribuye al desarrollo
de insulinoresistencia y mayor riesgo de DT2 y enfermedades metabdlicas [11]. Ademas, la
acumulacién de grasa en los tejidos ectdpicos como el higado, musculo esquelético, corazon y
depdsitos viscerales conduce a inflamacion local e insulinoresistencia y en el pancreas se produce
el reclutamiento de macrofagos, incrementando el estrés oxidativo que contribuye a la disfuncién
de la célula B y reduccion de la secrecion de insulina[12].

Independientemente de la inflamacion del tejido, en los adipocitos hipertréficos el exceso
de lipidos en citoplasma provoca alteracién en los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT4) que
conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina[12]. También, durante la hipertrofia del adipocito
se promueve la inflamacion local y sistémica a través del reclutamiento de macréfagos y células
T, mediante la secrecion de las principales citocinas proinflamatorias como el TNF-a, interleucina-
6 (IL-6) y proteina quimioatrayente de monocitosl (MCP-1)[12].

TNF- a contribuye al desarrollo de insulinoresistencia a traves de la inhibicion de la sintesis
de adiponectina[13]. También interfiere en la fosforilacion de residuos de tirosina en el primer
sustrato de la cadena beta del receptor de insulina (IRS-1 por sus siglas en inglés) reduciendo la
movilizacién de GLUT-4 y la entrada de glucosa en las células[13]. Ademas, activa a el factor
nuclear kB (NF-x B por sus siglas en inglés) resultando en una mayor expresion de moléculas de
adhesion en células endoteliales y masculo liso vascular, lo que incrementa la inflamacion del
tejido adiposo y la disfuncion endotelial, que finalmente lleva a la formacion de la placa
ateromatosa[14]. La IL-6 producida por macrofagos y adipocitos incrementa su produccion
durante la hipertrofia, lo cual favorece el aumento de la sintesis de proteinas de fase aguda como

proteina C reactiva en células hepéticas y reduce la actividad de la lipoproteina lipasa y la secrecion



de adiponectina en el adipocito, contribuyendo asi al desarrollo de resistencia a la insulina[15]. El
aumento de lipidos en el citoplasma del adipocito también incrementa la concentracion de MCP-
1, promoviendo una mayor acumulacién de macréfagos en el tejido adiposo. Otra via de desarrollo
de inflamacion y resistencia a la insulina, es a través del incremento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), Caspasa 1, interleucina 1 beta (IL-1B) y TNF-a en macrofagos[16].
Como resultado de la interaccion entre acidos grasos libres y TNF-a, la activacion de quinasas
aminoterminales c-Jun (JNK) de células CD11c+ mediante receptores tipo Toll-4 (TLR4) y el
factor nuclear kappa beta (NF-kappaf), promueven la fosforilacion de serina-307 del IRS-1,
reduciendo asi la movilizacion de GLUT-4 y la entrada de glucosa en las células[17, 18].

Es bien sabido que las dietas hipercal6ricas son un factor determinante para el desarrollo
de la obesidad y sus complicaciones metabolicas. En particular, la ingesta de edulcorantes
caléricos o nutritivos y el jarabe de maiz con alto contenido de fructosa, ha aumentado
drasticamente en los ultimos cien afios y se correlaciona estrechamente con el aumento de la
obesidad, y sus complicaciones metabdlicas. De esta manera, la preocupacion por conservar la
salud y la calidad de vida ha llevado a las personas a evitar el consumo de alimentos ricos en azlcar
0 edulcorantes caldricos[19]. Por esta razon los productos alimenticios que contienen alternativas

sin calorias (edulcorantes artificiales no caldricos) se han vuelto cada vez méas popular.

Edulcorantes artificiales no caloricos

Por definicion, los edulcorantes son aditivos que otorgan sabor dulce a los alimentos. Hay
dos tipos bésicos: los naturales o nutritivos y los artificiales o no nutritivos. Los edulcorantes
nutritivos proporcionan energia, es decir, calorias. Entre ellos encontramos a la sacarosa (azucar
comun), la fructuosa (el azucar de las frutas, 1.5 veces mas dulce que el azucar, por lo cual, si bien
tiene el mismo valor cal6rico que ésta, se requieren cantidades menores para lograr el mismo grado
de dulzor), la miel de abeja, el jarabe de maiz, la melaza, el piloncillo, la dextrosa y la maltosa,
entre otros mas[20]. Los edulcorantes artificiales son compuestos manufacturados cuyo beneficio
radica en que son mucho mas dulces que los edulcorantes naturales, pero con menor aporte
energético, por lo que al agregarlos a una gran variedad de productos o alimentos se disminuye de
forma importante su contenido de calorias, sin perder el sabor dulce[20]. Estos edulcorantes no

caldricos incluyen aspartamo, acesulfamo-k, neotamo, sacarina, sucralosa y advantamo.



Sucralosa

La potencia de dulzor de aproximadamente 600 veces la de la sacarosa sin aporte de energia
y su alta estabilidad en refrescos carbonatados, bebidas sin gas, mezclas secas y productos lacteos
aun durante su almacenamiento prolongado con o sin condiciones adversas, ha hecho que la
sucralosa sea uno de los edulcorantes artificiales mas socorridos por personas con diabetes o
aquellas que buscan reducir la ingesta de calorias o carbohidratos[21].

Un aspecto importante de la evaluacion de la seguridad de un aditivo alimentario potencial
es considerar si su experimentacion en modelos animales es segura antes de llevarla al consumo
humano. En este sentido, tanto en modelos animales como en humanos se ha demostrado que los
niveles de absorcion de la sucralosa son muy bajos y su ruta principal de excrecion es sin cambios
en las heces. Por lo que no hay retencién o acumulacion de sucralosa en el organismo. Tampoco
se ha reportado ningln proceso catabolico (descomposicidn para obtencion de energia) [22, 23].

Los estudios en humanos con sucralosa realizados inicialmente se disefiaron
especificamente para evaluar la seguridad general y la tolerancia del consumo diario y repetido de
sucralosa, por lo que incluyeron mediciones fisiologicas y bioquimicas bésicas, tales como analisis
bioquimico clinico en muestras de orina y sangre, asi como la evaluaciéon de marcadores
hematoldgicos[24]. Los resultados demostraron que el consumo diario de sucralosa de hasta 10
mg/kg de peso corporal durante 13 semanas no presenta efectos adversos en ninguno de los
parametros de salud medidos[24]. El consumo de sucralosa no tuvo ningun efecto sobre los niveles
de glucosa o insulina en la sangre, ya que en los estudios transversales o de seguimiento, no se
observo afectacion al metabolismo de glucosa o en la respuesta de la insulina[21]. La revision de
estos estudios condujo a la confirmacidn regulatoria de la seguridad de la sucralosa, incluso para
personas con diabetes[25]. Sin embargo,

Aunque la sucralosa se usa en todo el mundo en alimentos y bebidas bajos en calorias y
dietéticos, los problemas relacionados con sus efectos biolégicos y, por lo tanto, su impacto a la
salud ha generado preocupacion. El descubrimiento relativamente reciente de los receptores
intestinales de sabor dulce que ha llevado a nuevas preguntas sobre el potencial de la sucralosa
para afectar el control de la glucosa en sangre [26]. La mayoria de los estudios in vitro demostraron
que los edulcorantes no nutritivos pueden provocar la secrecion de hormonas intestinales como el
péptido 1 similar al glucagdn y el péptido insulinotropico dependiente de la glucosa en las células

enteroendocrinas o de los islotes[26]. En roedores, los edulcorantes no nutritivos han reportado



aumentar la tasa de absorcidn intestinal de glucosa, pero no la alteracion de la secrecion de
hormonas intestinales en ausencia de glucosa[26]. Sin embargo, en humanos, pocos estudios han
examinado los efectos hormonales de los edulcorantes no nutritivos y se han informado resultados

inconsistentes, y la mayoria no replica los resultados obtenidos in vitro[26].

Sucralosa y secrecién de hormonas metabolicas

Dado que los edulcorantes cal6ricos y no nutritivos actdan uniéndose a los receptores de
sabor dulce en la cavidad oral para producir la sensacion consciente de dulzura, es posible pensar
que los edulcorantes no nutritivos podrian unirse a los receptores de sabor dulce en las células
enteroendocrinas, lo que también podria inducir la transduccion de sefiales con consecuente
secrecion de hormonas.

En estudios in vivo se ha demostrado que sucralosa estimula la secrecion del péptido similar
al glucagon 1 (GLP-1, por sus siglas en inglés) y del péptido insulinotropico dependiente de
glucosa (GIP, por sus siglas en inglés) a traves de los receptores del sabor dulce. Jang et al.
demostraron que sucralosa estimula la secrecion de GLP-1 de una linea de células L humanas,
siendo este efecto bloqueado por el inhibidor del sabor dulce lactisol[27]. Ademas, Mar-golskee
et al. (24), demostraron gue la sucralosa también estimula la secrecion de GLP-1y GIP una linea
celular enteroendocrina murina (células GLUTag)[28]. Este efecto también fue blogueado por la
exposicion a un inhibidor del sabor dulce, la gurmarina[28]. Sin embargo, algunos estudios in vivo
no han podido confirmar los efectos de los edulcorantes no nutritivos sobre la secrecion hormonal
observados in vitro[26]. Estudios desarrollados en individuos sanos no revelaron ningun efecto de
la sucralosa oral en la secrecion de GLP-1, péptido YY (PYY), grelina o GIP[29, 30].

Sucralosa y su relacion con marcadores de inflamacion

Es bien sabido que la inflamacién sistémica de bajo grado es un factor central en la
obesidad y contribuye a la patogenia de la enfermedad metabolica, especialmente a la alteracion
de la homeostasis de la glucosa y la insulina[31]. Ademas de caracterizarse por niveles
anormalmente altos de citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y la
interleucina-1 beta (IL-1beta), la inflamacion sistémica de bajo grado se acompafia de alteraciones
en las subpoblaciones de monocitos clasicos (CD14"CD16), intermedios (CD14"*CD16") y no
clasicos (CD147CD16%)[32, 33].



En estudios recientes se ha demostrado que la subpoblacion monocitos clasicos aumenta
en presencia de obesidad y se correlaciona con una mayor proporcién de macréfagos CD11c* en
el tejido adiposo visceral[34]. CD11c es una integrina beta-2 con funciones destacadas en la
adherencia celular de monocitos y macrofagos al tejido endotelial vascular y al tejido adiposo
visceral[34, 35]. Ademas, se ha demostrado que los monocitos expresan CD206, un marcador de
superficie celular altamente expresado en macrofagos antiinflamatorios que también se asocia con
una mejor sensibilidad a la insulina tanto en humanos como en ratones[36-38]. De esta manera, la
modulacion de la expresion de CD11c y CD206 en células de linaje de monocitos y macréfagos
es crucial no solo en las funciones inmunitarias tipicas, sino también en la obesidad y la resistencia
a la insulina[39]. Sin embargo, la subpoblacién monocitos ain no se ha estudiado ampliamente en
respuesta al consumo de edulcorantes artificiales no caloricos como la sucralosa[33].

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al carecer de una metodologia robusta y al no encontrarse estudios recientes del efecto de
los edulcorantes sobre la respuesta inflamatoria celular, el presente trabajo pretende evidenciar si
la exposicién aguda a sucralosa en adultos jovenes sanos presenta un efecto sobre la respuesta de
glucosa, insulina, glucagdn, péptido C e incretinas (GIP y GLP-1) a una curva de tolerancia oral a
la glucosa (OGTT, por sus siglas en inglés) de 180 minutos y su posible relacion con los

porcentajes de monocitos clasicos, intermedios y no clasicos en adultos jovenes.

JUSTIFICACION

Hasta hoy, la evaluacion de inocuidad de los edulcorantes no caléricos por agencias
internacionales ha sido suficientemente satisfactoria para recomendar su uso en humanos. Esta
confianza ha llevado a una produccién y utilizacion masiva de estos aditivos por la poblacion
occidental de todas las edades, complementandose con la ausencia de evidencia epidemiolégica
enfocada en reportar reacciones adversas asociadas al consumo de estas sustancias. Sin embargo,
estudios recientes relacionan un estado de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina con
el consumo cronico de algunos de estos edulcorantes que se encuentran disponibles en el mercado,
como es el caso de la sucralosa. Los resultados de estos estudios han sido fuertemente criticados

por la poca robustez de la metodologia utilizada considerando tnicamente el efecto de la sucralosa



sobre la microbiota intestinal y por haber omitido marcadores que estan directamente involucrados
en la disfuncién metabdlica. Por lo tanto, es necesario evaluar si el consumo agudo de sucralosa
se asocia con intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en humanos para generar evidencia
cientifica que sirva de base para emitir recomendaciones fiables sobre el uso habitual de

edulcorantes no caloricos en nuestra poblacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El consumo de sucralosa se asocia con las subpoblaciones de monocitos y capacidad
inflamatoria y de migracion, asi como con la concentracion de glucosa e insulina y la intolerancia

a la glucosa en adultos jovenes sanos?

HIPOTESIS

El consumo de sucralosa se asocia positivamente con la intolerancia a la glucosa y la
disminucion de subpoblaciones de monocitos y su capacidad inflamatoria y de migracion en

adultos jovenes sanos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el efecto de la exposicion aguda de sucralosa sobre la respuesta de glucosa,
insulina, glucagon, péptido C e incretinas (GIP y GLP-1) auna OGTT de 180 minutos y su posible
relacion con los porcentajes de monocitos clasicos, intermedios y no clasicos que expresan CD11c

y CD206 en adultos jovenes.

Objetivos especificos
a) Evaluar las concentraciones de glucosa e insulina durante una OGTT de 180 minutos en
presencia y ausencia de una exposicion aguda previa de sucralosa.
b) Determinar los porcentajes de monocitos clasicos, intermedios y no clésicos que expresan
CD11cy CD206 antes (-15 minutos) y después (180 minutos) de la OGTT en presencia 'y

ausencia de una exposicion aguda previa de sucralosa.



c) Estimar la correlacion de las concentraciones de glucosa e insulina con los porcentajes de
monocitos clasicos, intermedios y no clasicos que expresan CD11c y CD206 antes (-15
minutos) y después (180 minutos) de la OGTT en presencia y ausencia de una exposicion
aguda previa de sucralosa.

d) Determinar la concentracion de glucagén, péptido C, GIP y GLP-1 antes (-15 minutos) y
durante (minutos 30y 60) laOGTT en presencia y ausencia de una exposicion aguda previa
de sucralosa.

METODOLOGIA

Disefio experimental y muestra de estudio

Cuarenta y cinco adultos sanos de ambos sexos (18 y 35 afios) con valores del modelo
homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-IR) < 3.8 fueron incluidos a este
ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, placebo-controlado.

El presente estudio fue aprobado por el comité de ética institucional del Hospital General
de México, que garantizo que el estudio se llevara a cabo respetando rigurosamente los principios
descritos en la Declaracion de Helsinki de 1964 y su posterior modificacién en 2013. Previo a su
enrolamiento en el estudio, cada uno de los participantes afirmé mediante la firma de una carta de
consentimiento informado que, conocia el objetivo y procedimientos a los que seria sometido
durante el estudio, asi como los riesgos y beneficios que implicaba su participacion.

Los participantes fueron inscritos al estudio en el Servicio de Banco de Sangre del Hospital
General de México en el periodo de septiembre de 2016 hasta abril de 2018 y el proyecto se
desarroll6 en el Departamento de Medicina Interna y el Laboratorio de Protedmica y
Metabolémica del mismo hospital. Se excluyeron del estudio los individuos que tenian
diagnostico previo de diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular,
enfermedad hepética aguda o crénica, enfermedad renal aguda o cronica, cancer, trastornos
endocrinos, enfermedades infecciosas y enfermedades inflamatorias o autoinmunes. También se
excluyeron pacientes seropositivos para VIH, VHC y VHB, mujeres embarazadas o lactantes e
individuos  con antiinflamatorios, = medicacion  antiagregante,  antihipertensiva e

inmunomoduladora, incluidos los farmacos antiinflamatorios no esteroideos.
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Mediciones antropométricas y bioquimicas

El peso, talla, circunferencia de cintura y la presion arterial se midieron en todos los
voluntarios del estudio. EI IMC se calculé como peso (kg) / altura (m)2.

Para llevar a cabo la seleccion de los participantes, todos los candidatos fueron citados con
un ayuno previo de 8-10 horas para la toma de una muestra de sangre de 10 ml. Las muestras se
tomaron en un tubo con EDTA como anticoagulante y en uno seco. La muestra en el tubo con
EDTA fue empleada para realizar una biometria hematica y determinar hemoglobina glucosilada
(HbA1c) y la muestra en el tubo seco se utilizd para extraer el suero y determinar la quimica
sanguinea y la concentracion de insulina. Dentro de las pruebas de la quimica sanguinea, las
concentraciones de colesterol total, lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL),
triglicéridos y glucosa se determinaron por metodo enzimatico colorimétrico en el analizador
modular COBAS Icobas 8000 (Hoffman-La Roche. Basel, Suiza), mientras que la concentracion
de insulina se midié por ensayo ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) siguiendo
las instrucciones del fabricante (Abnova Corporation, Taiwan). El indice HOMA-IR se calcul6
usando la formula propuesta por Matthews et al. (1985)[40]. La HbAlc, el nitrégeno ureico en
angre (BUN), la creatinina sérica y la biometria hematica se determinaron mediante ensayos de

laboratorio estandar.

Curva de tolerancia oral a la glucosa con y sin exposicion aguda previa de sucralosa

Debido a que la OGTT con exposicion aguda previa de sucralosa no es un procedimiento
de rutina, seguimos el protocolo propuesto por Sylvetsky et al. (2016)[41]. Quince minutos antes
de administrar la carga de glucosa oral, los voluntarios ingirieron al azar, en no mas de 3 minutos,
60 ml de agua como placebo (n=20) o0 48 mg de sucralosa disueltos en 60 ml de agua (n= 25). Se
obtuvieron muestras de sangre en tubos secos y con EDTA, a los 15 minutos antes de iniciar la
OGTT, en el tiempo 0 y cada 15 minutos durante 10s180 minutos que durd la OGTT. Mientras que
las muestras de sangre obtenidas en tubos secos se emplearon para determinar la concentracion de
glucosa, insulina, glucagon, péptido C, GIP y GLP-1, las muestras obtenidas en tubos con EDTA

se emplearon para realizar la cuantificacion de monocitos inflamatorios.

Determinacion de la concentracion sérica de glucagon, péptido C, GIP y GLP-1
La determinacion de la concentracion sérica de GIP y GLP-1 se realizé por método de
ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (Millipore, Billerica MA, USA) con el lector de
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ELISA a 405 nm (Bio-Tek ELx800, 96 pozos, BIO-Tek, USA). Las concentraciones de glucagon
y péptido C se determinaron utilizando un kit de hormonas metabdlicas humanas de Milliplex en
la tecnologia Luminex (EMD Millipore, Billerica MA, EE. UU.).

Cuantificacién de las subpoblaciones de monocitos por citometria de flujo para la
Aislamiento de los glébulos blancos

El aislamiento de los globulos blancos se realizd mediante la centrifugacion de muestras
de sangre recolectadas en tubos EDTA a 1,800 g durante 10 minuto. Luego, los glébulos blancos
se colocaron en tubos eppendorf de 1,6 ml libres de pirdgenos que contenian 1 ml de tampon de
lisis ACK (Life Technologies, EE. UU.) y se incubaron a 4 °C durante 5 minutos. Posteriormente,
la suspension celular se centrifugd a 1,800 g a 4 °C durante 10 minutos y los sedimentos celulares
se lavaron dos veces con PBS 1X (Sigma-Aldrich, México). Después de una etapa de
centrifugacion adicional y la eliminacion del sobrenadante, los sedimentos celulares se
resuspendieron en 50 ul de PBS 1X (Sigma-Aldrich, México). Inmediatamente después, se
agregaron 3 pL de reactivo TruStrain humano (BioLegend, Inc., EE. UU.) a 2x10° glébulos
blancos y luego se incubaron durante 10 minutos a 4 ° C. Luego, cada suspension celular se incubd
con anti-CD14 PE / Cy7, anti-CD16 FITC, anti-CD11c APC y anti-CD206 PE (BioLegend, Inc.,
EE. UU.) durante 30 min a 4 °C. El anélisis de citometria de flujo se realiz6 en un citometro de
flujo FACSCanto Il utilizando el software BD FACSDivaTM 6.0 (BD Biosciences, México),

adquiriendo 1x10° eventos de monocitos por prueba por duplicado.

Cuantificacion de las subpoblaciones de monocitos

Los glébulos blancos se clasificaron en un grafico de densidad de area de dispersion hacia
adelante/dispersion hacia adelante. Posteriormente, las poblaciones de linfocitos, leucocitos
polimorfonucleares y células de monocitos se agruparon en un gréfico de area de dispersién FSC-
Allado. Las células vivas se clasificaron con Live/Dead Aqua Stain (Thermo Fisher Scientific,
Inc., EE. UU.) para la medicién de CD14, CD16, CD11lc y CD206. Las subpoblaciones de
monocitos se caracterizaron de acuerdo con la expresion de la superficie celular de CD14 y CD16
de la siguiente manera: monocitos clasicos: CD14""CD167; monocitos intermedios:
CD14**CD16"; monacitos no clasicos: CD14*CD16".
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Anélisis estadistico

La normalidad de la distribucion de datos se estim6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
La proporcion de mujeres en los grupos de placebo y sucralosa se analizd mediante la prueba de
Chi cuadrada. La comparacion de medias de las variables cuantitativas (edad, IMC, circunferencia
de la cintura, presion arterial sistdlica y diastdlica, glucosa, porcentaje de hemoglobina
glucosilada, insulina sérica, HOMA-IR, colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos, nitrégeno ureico
en sangre, creatinina sérica, parametros de la biometria hematica, intensidad de fluorescencia
media de CD11c y CD206, porcentajes de monocitos clasicos y las concentraciones de glucagon,
péptido C, GIP y GLP-1) entre los grupos placebo y sucralosa antes, después o durante la OGTT
se realizé con la prueba t de Student. Para explorar la correlacion entre glucosa e insulina con
monocitos clasicos, intermedios y no clasicos. se estimaron los coeficientes de correlacion de
Pearson. Las pruebas estadisticas se consideraron significativas cuando los valores de p fueron
menores a 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, La Jolla, CA 92037 EE. UU.).

RESULTADOS

Caracteristicas generales de la muestra de estudio

Las caracteristicas generales de la poblacion de estudio se describen en la Tabla 1. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos placebo (n= 20) y sucralosa (h= 25) en
cuanto a las caracteristicas demograficas, metabolicas y hematicas, incluidos el sexo, la edad, el
IMC, el HOMA-IR, los marcadores del perfil lipidico, la funcidn renal y los monocitos por

microlitro de sangre.

Niveles sanguineos de glucosa e insulina durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa

Los valores de glucosa en sangre no mostraron diferencias significativas entre los grupos
de placebo y sucralosa a lo largo de la OGTT (Figura 1A). Por el contrario, los voluntarios que
recibieron 48 mg de sucralosa antes de la carga de glucosa mostraron un aumento significativo de
1.3 veces en los niveles séricos de insulina a los 30 minutos, en comparacién con los sujetos que
bebian agua como placebo (p= 0.032; Figura 1B). También, a los 45 y 180 minutos, el grupo que

recibio sucralosa mostro una elevacion significativa de 1.4 y 2.0 veces, respectivamente, en la
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concentracion sérica de insulina con respecto al grupo control (Pasminitos= 0.031, P1gominitos= 0.035;

Figura 1B).

Tabla 1. Caracteristicas generales de la muestra de estudio

Placebo Sucralosa

Variable n= 20 n=25 p
Mujeres, n (%) 8 (66.6) 8 (32.0) 0.288
Edad (afios) | 21.55+2.18 22.36 +2.99 |0.158
indice de masa corporal (kg/m?) | 24.58 + 3.63 23.67+2.88 |0.177
Circunferencia de cintura (cm) | 82.27 £ 8.44 78.57+£8.37 |0.074
Presion arterial sistélica (mm Hg) | 111.10+8.16 | 113.70 +13.91 | 0.225
Presion arterial diastélica (mm Hg) | 70.75£5.77 71.16 £7.33 | 0.419
Glucosa en ayuno (mg/dL) | 88.20 £ 6.65 89.96 £5.68 |0.172
HbAlc (%) | 5.26+0.24 5.23+0.19 0.497
Insulina sérica (MU/L) | 7.94+2091 8.31+2.82 0.335
HOMA-IR| 1.75+0.70 1.85+0.65 0.298
Colesterol total (mg/dL) | 166.70 + 31.21 | 168.60 + 32.53 | 0.418
Colesterol LDL (mg/dL) | 102.10 £ 28.92 | 99.80 + 26.60 | 0.393
Colesterol HDL (mg/dL) | 43.05+10.60 | 44.40+12.20 |0.349
Triglicéridos (mg/dL) | 111.20 £ 58.10 | 118.20 + 102.70 | 0.392
Nitrégeno ureico en sangre (mg/dL) | 22.40 +6.98 23.71+£595 |0.249
Creatinina sérica (mg/dL) | 0.82+0.13 0.78 £0.13 0.165
Hematocrito (%) | 45.63 £ 3.53 44.04 +4.37 |0.097
Leucocitos totales (10°/uL) | 6.38 + 1.49 6.05 + 0.96 0.187
Monocitos (10%uL) | 0.43+0.11 0.39+0.10 |0.109
Monocitos (%) | 6.94+1.77 6.42 +1.33 0.134

Los datos son representados como media + desviacion estandar y n (%). La comparacion de medias en
variables cuantitativas y la frecuencia de mujeres se determin6 con la prueba t de Student y Chi cuadrada,
respectivamente. Valores significativos de p (<0.05) se representan en negritas.

Subpoblaciones de monocitos antes y al final de la prueba de tolerancia oral a la glucosa

La figura 2 muestra los graficos representativos de puntos de las subpoblaciones de
monocitos en los grupos de placebo y sucralosa. Antes de la OGTT (-15 minutos; Figura 2 a y b)
no se observaron diferencias entre los grupos placebo y sucralosa en los porcentajes de monocitos
clasicos, intermedios y no clasicos (Figura 2e). Al final de la OGTT (180 minutos; Figura2 by
d), mientras el porcentaje de monaocitos clasicos aumento significativamente 7% (p=0.0019) en el
grupo de sucralosa el porcentaje de monocitos no clasicos se redujo significativamente 63% (p
<0.0001) en comparacion con el grupo control (Figura 2e). No se encontraron diferencias

significativas en el porcentaje de monocitos intermedios.
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Figura 1. Niveles sanguineos de glucosa A) e insulina B) durante la prueba de tolerancia oral a la

glucosa. Datos representados como media + desviacion estandar y comparadas con la prueba de ANOVA
de 2 vias con correccion de Bonferroni para comparaciones multiples. Valores significativos de p (<0.05)
se representan con *.
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Asociacion de las concentraciones de glucosa e insulina con las subpoblaciones de
monocitos antes y al final de la prueba de tolerancia oral a la glucosa

La Tabla 2 muestra el anlisis de correlacion entre las concentraciones de glucosa e insulina
con las subpoblaciones de monocitos antes y al final de la prueba de tolerancia oral a la glucosa.
No se encontrd asociacion significativa entre la concentracion de glucosa y las subpoblaciones de
monocitos en el grupo placebo (p> 0.06) ni en el grupo con sucralosa (p> 0.06) (Tabla 2). Sin
embargo, en el grupo de sucralosa, la concentracion de insulina sérica se asocio positivamente con
los monocitos clésicos (r = 0.41, p = 0.02), y negativamente con los monocitos no clésicos (r = -
0.42, P =0.01) (Tabla 2).

Tabla 2. Correlacion de las concentraciones de glucosa e insulina con las subpoblaciones de

monocitos

Placebo Sucralosa

Variables / Minutos -15° 180" -15 180"
r P r Y r p r P
MC (%) 024 012 035 0.06 0.19 0.18 0.14 0.25
Glucosa MI (%) -0.15 0.28 -0.25 0.13 -0.20 0.16 0.06 0.38
MNC (%) -0.20 0.18 -0.24 0.14 -0.37 0.06 0.12 0.27
MC (%) 001 046 0.10 0.33 0.06 0.37 0.41 0.02
Insulina  Mj(9%) 031 008 -021 017 024 0.12 -0.27 0.09

MNC (%) -0.36 0.06 0.04 0.42 -0.29 0.07 -0.42 0.01
Analisis por correlacion de Spearman. Abreviaturas: CM, monocitos clasicos; IM, monocitos

intermedios; NCM, monocitos no clasicos. Valores significativos de p (<0.05) se representan en
negritas.
Concentracion de glucagén, péptido C, GIP y GLP-1 antes y durante la prueba de
tolerancia oral a la glucosa

Las concentraciones de glucagén, péptido C, GIP y GLP-1 antes (-15 minutos) y durante
(minutos 30 y 60) la OGTT en presencia y ausencia de una exposicion aguda previa de sucralosa
se describen en la Figura 3. Respecto a la concentracion de glucagon, ésta fue similar entre los
grupos placebo y sucralosa antes de la OGTT (p= 0.238; Figura 3A). Sin embargo, el grupo de
sucralosa present6 concentraciones significativamente menores de glucagon a los 30 y 60 minutos

en comparacion con el grupo placebo (P3o minutos= 0.002; Peo minutos= 0.011; Figura 3A). La
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concentracion de péptido C, GIP y GLP-1 antes (-15 minutos) y durante (minutos 30 y 60) la
OGTT fue similar entre los grupos placebo y sucralosa (Pegptido c> 0.068; Pcip> 0.194; PoLp-1>
0.084; Figura 3B-C).
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Figura 3. Concentracion de A) glucagon, B) péptido C, C) GIP y D) GLP-1 antes y durante la
prueba de tolerancia oral a la glucosa. Datos representados como media + desviacion estandar y
comparadas con la prueba de ANOVA de 2 vias con correccion de Bonferroni para comparaciones

maultiples. Valores significativos de p (<0.05) se representan en negritas.

DISCUSION

Millones de personas de todas las edades, géneros y estatus socioeconémico de todo el
mundo consumen edulcorantes artificiales sin calorias[42]. Sin embargo, la sucralosa y otros
edulcorantes artificiales no caldricos ahora se han relacionado con alteraciones en la homeostasis

de la glucosa y la insulina tanto en modelos animales como en humanos[43-46]. Por esta razon,
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resulta de alta importancia continuar caracterizando los posibles efectos perjudiciales de la
sucralosa en ensayos clinicos aleatorizados, controlados con placebo.

Nuestros resultados evidencian que en adultos jovenes sanos pareados por edad y sexo
sometidos a un OGTT, un solo sorbo de 48 mg de sucralosa aumenta la concentracion sérica de
insulina, pero no la glucosa. Aunque no consuerdan en todo, estos datos son similares a reportes
previos en la literatura donde se muestra que una cantidad similar de sucralosa puede elevar tanto
la insulina como la glucosa en individuos con obesidad mérbida que reciben una carga de
glucosa[47]. Una posible explicacién a los resultados que reportamos en el presente estudio se
respalda en evidencia previa que muestra que los adultos jovenes sin resistencia a la insulina tienen
la capacidad de aumentar la secrecion de insulina para disminuir efectivamente el exceso de
glucosa en la sangre[48, 49]. En contraste, numerosos estudios han demostrado consistentemente
que los sujetos no diabéticos con obesidad morbida expuestos a una carga de glucosa pueden
aumentar claramente la secrecién de insulina sin lograr la eliminacion de la glucosa en la sangre
debido a una marcada resistencia a la insulina[50, 51]. En este escenario, es posible suponer que
el consumo de sucralosa puede tener efectos diferenciales en adultos jovenes sanos y en sujetos
con obesidad morbida debido a la presencia de resistencia a la insulina. En otras palabras, la ingesta
de sucralosa puede estimular la secrecién de insulina y, de este modo, reducir los niveles de glucosa
en adultos jovenes sanos pero no en sujetos obesos marbidos que muestran niveles mas altos de
resistencia a la insulina y, por lo tanto, intolerancia a la glucosa. El hecho de que la sucralosa es
capaz de estimular directamente la secrecion de insulina se ha reportado previamente en células
beta pancreéticas e islotes de raton[52], pero sigue siendo dificil de examinar en los seres humanos.

La activacion de monocitos y macréfagos de bajo grado se ha asociado con el desarrollo
de hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina[53, 54]. En este sentido,
es bien sabido que los edulcorantes como la sacarosa o la glucosa ejercen la capacidad de aumentar
la expresion de TNF-alfa e IL-1beta, y regulan a la baja la produccién de interleucina-10 (I1L-10)
en macréfagos derivados de monocitos humanos[55, 56]. Sin embargo, el efecto de los
edulcorantes artificiales no caloricos en las células inmunes ha sido porco explorado. Un estudio
previo demostrd que la exposicion de leucocitos de sangre total humana a la sucralosa puede
suprimir la secrecion de interleucina-6 (IL-6) y IL-10, incluso en presencia de fitohemaglutinina
(PHA) o lipopolisacarido (LPS)[57]. Del mismo modo, se ha demostrado que el porcentaje de

células TCD3+ aumenta en las placas de Peyer y en la ldmina propia de ratones tratados con
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sucralosa en el agua de beber[43]. Ademas, las células TCD3+ en las placas de Peyer también
mostraron una elevacion en la produccion de TNF-alfa e interferbn gamma (IFN-gamma),
acompafiada por una expresion reducida de IL-10, que apoya el papel de la sucralosa en la
modulacion de la activacion de las células inmunitarias[43]. Junto con la informacion previa,
nuestros resultados muestran por primera vez que un solo sorbo de sucralosa aumenta
significativamente el porcentaje de monocitos clésicos y reduce la subpoblacion de monocitos no
clasicos en adultos jovenes sanos sometidos a una OGTT. Otra posible explicacion a la relacion
entre la exposicion a sucralosa y las subpoblaciones de monocitos esta relacionada puede estar
relacionada con el hecho de que el sabor dulce de la sucralosa y otros edulcorantes cal6ricos y no
caldricos estd mediado por los receptores acoplados a la proteina G (GPCR) T1R1, T1R2 y
T1R3[58]. Los receptores de sabor dulce se describieron por primera vez en el intestino[59], las
células enteroendocrinas y el pancreas[60]. Sin embargo, T1R3 también se ha identificado en
macrdfagos peritoneales de raton[61]. En particular, se ha demostrado que la exposicién in vitro
de T1R3 a trehalosa (un disacérido que consiste en dos moléculas de glucosa) se asocia con la
supresion de la expresion de TNF-alfa e IL-1 beta en macréfagos murinos[61]. Por lo tanto, es
factible especular que la sucralosa puede ejercer sus efectos sobre los porcentajes de monocitos
clasicos y no clasicos a través de T1R3. Sin embargo, todavia necesitamos medir la expresion del
receptor de sabor dulce en subpoblaciones de monocitos humanos para sacar conclusiones
importantes con respecto a este punto.

Nuestros resultdos también muestran que el aumento de la insulina sérica correlaciona de
manera importante con la elevacién de los monocitos clasicos y la reduccion de los monocitos no
clasicos en el grupo de sucralosa. Devivre y colaboradores demostraron previamente que la
insulina sérica esta significativamente asociada con las subpoblaciones de monocitos clasicos,
intermedios y no clasicos de pacientes con obesidad maérbida y con resistencia a la insulina[54].
Ademas, otro estudio demostro que la insulina es capaz de inducir la fosforilacion de la proteina
quinasa B (AKT) en los subconjuntos de monocitos clasicos y no clasicos[62]. Por otro lado, Bunn
y colaboradores informaron que en condiciones de cultivo, la insulina puede aumentar la expresion
de TNF-alfa e IL-6 inducida por palmitato en monocitos humanos[63].

Teniendo en cuenta que, (1) la sucralosa puede estimular directamente la secrecion de
insulina pancreética a través de TIR2 y T1R3 [33], y (2) la insulina es capaz de regular la actividad

de los monocitos humanos[62, 63], entonces es razonable suponer que la insulina sérica podria
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modificar directamente los porcentajes de monocitos clasicos y no clasicos en sujetos que reciben
sucralosa pero no agua.

El presente trabajo también evidencia una asociacion entre sucralosa y la disminucién de
la concentracidn de glucagdn. Sin embargo, la dicha asociacion has sido poco explorada en la
literatura[64]. Existe evidencia bien establecida de que el glucagon influye negativamente en el
balance energético, ya que aumenta la saciedad y el gasto de energia[65]. En este sentido, la
asociacion negativa entre sucralosa y glucagén que reportamos, sugiere que el consumo de
sucralosa podria estar involucrado en la desregulacion de hormonas relacionadas con el control del
apetito, lo que podria conllevar a la ganancia de peso corporal en el caso del consumo crénico de
sucralosa. Por otro lado, y aunque en el presente estudio no encontramos asociacion significativa
entre sucralosa y GLP-1, en individuos sanos y en sujetos con diabetes tipo 1, se ha evidenciado
que la ingesta de sucralosa aumenta la secrecion de GLP-1, una hormona incretina secretada en el
intestino que induce la estimulacion de la insulina dependiente de glucosa por parte del pancreas,
reduce la secrecion de glucagon por el higado, retrasa el vaciamiento gastrico y aumenta la
saciedad[64]. Hasta el momento no se ha descrito un mecanismo bioldgico completamente
plausible para explicar la asociacion del consumo de sucralosa con la concentracion de hormonas
relacionadas con la regulacion del apetito y gasto energético, por lo que es necesario continuar
desarrollando estudios que permitan describir los mecanismos fisioldgicos con los cuales se pueda
explicar dicha asociacion.

Nuestros hallazgos se suman a los reportes de la literatura en los que se apoya la idea de
que la sucralosa puede tener acciones proinflamatorias en las células inmunitarias. Sin embargo,
se necesitan estudios adicionales en humanos para caracterizar el posible papel de la sucralosa

como una sefial proinflamatoria.

CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra que un solo sorbo de sucralosa durante una OGTT aumenta
los niveles séricos de insulina en adultos jovenes sanos. El consumo de sucralosa no solo se
relaciond con niveles elevados de insulina, sino también con una mayor proporcion de monocitos
clasicos y un porcentaje reducido de monocitos no clasicos. Los resultados del presente trabajo
podrian impactar en el tratamiento y control de pacientes con T2D que presentan una secrecion de

insulina deficiente y pacientes con obesidad y resistencia a la insulina, ya que sin conocer el efecto
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potencialmente dafiino a largo plazo de edulcorantes artificiales caldricos sobre el metabolismo de
la insulina, se piensa que el consumo de sucralosa podria reducir la glucemia y la ingesta de

calorias.
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