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Acesulfame de K

Acido graso sintasa

ANDEVA

ANOVA
ACL

ACC

Ad libitum
cAMP

AST

Atmosfera

ATP

AGPAT

GLOSARIO

Acesulfame de potasio. Es la sal de potasio del 6- metil -1, 2,3 -
oxatiazina - 4 (3 H)-1,2, 2- dioxido. Es 130-220 veces mas dulce que
el azucar (Aldrete-Velasco et al., 2017, Duran et al., 2013, Garcia-
Almeida et al., 2013)

Es una proteina multifuncional que cataliza la sintesis de los acidos
grasos saturados a partir de precursores simples (lipogénesis de
novo). El producto principal de la reaccion con FAS es el palmitato
(C16:0), pero también se pueden producir estearato (C18:0) y &cidos
grasos mas cortos. Los sustratos de FAS son acetil-CoA, malonil-CoA
y NADPH. La acetil-CoA funciona como un cebador para la
reaccion, mientras que NADPH proporciona equivalentes reductores.
El &cido graso se alarga a partir de la acetil-CoA inicial mediante
condensaciones repetidas con malonil-CoA, que produce dos
carbonos en cada ciclo de condensacion. Por tanto, la sintesis de
palmitato requiere siete ciclos de adicién de malonil-CoA a un
cebador de acetil-CoA para producir un acido graso saturado de 16
carbonos (Jensen-Urstad y Semenkovich, 2012)

Siglas para andlisis de varianza en espafiol. Técnica que permite
calcular la probabilidad de encontrar medias muestrales dispares entre
si (Prieto-Valiente y Herranz-Tejedor, 2010)

Siglas en inglés para Analisis de varianza

ATP-citrato liasa en inglés

Acetil-Coenzima A carboxilasa

Sin restriccion en latin

Adenosin monofosfato ciclico en inglés

Aspartato transaminasa/ Aspartato aminotransferasa/ Transaminasa
glutamico-oxalacética

Aire o estado del aire que rodea un lugar abierto o que esta contenido
en un lugar cerrado

Adenosin trifosfato en inglés

1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa en inglés

Xl



ChREBP

DGA
de novo
DNL
ELOV6

Esteatosis hepatica

FAS

FDA

Fructosa

GA3P

Glucosa

GK
G6PD

HGNA

En inglés Carbohydrate-response element-binding protein, proteina
de unidn al elemento de respuesta a carbohidratos

Diacilglicerol aciltransferasa en inglés

Por primera vez, de nuevo en latin

De novo lipogenesis en inglés

Elongasa de &cidos de cadena larga de la familia 6 en inglés

También llamado higado graso no alcoholico, sus siglas en espariol
HGNA. Es una enfermedad hepéatica grasa no alcohdlica. Su
prevalencia aumenta con la edad, la obesidad y estd fuertemente
asociada con la presencia de sindrome metabdlico y aumento de la
mortalidad cardiovascular y por enfermedades malignas. Se produce
por una acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos relacionada
con la resistencia de insulina hepatica y muscular (Graffigna et al.,
2017)

Siglas en inglés para &cido graso sintasa

Siglas para Food and Drug Administration (Oficina de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos)

Es el glucido con mayor poder edulcorante, es abundante en frutas,
miel, sacarosa y el jarabe de maiz al que se le invierte la glucosa a
fructosa. A esos jarabes concentrados se les llama jarabes de alta
fructosa. Debido a los subsidios del gobierno estadounidense al maiz
son edulcorantes de bajo costo utilizados en una gran variedad de
alimentos y de bebidas procesados (Plaza-Diaz et al., 2013)

Gliceraldehido-3 fosfato en inglés

Es un glucido reductor que esta presente en la mayoria de las frutas y
en muchos vegetales. Es abundante como polimero de reserva en los
animales (glucogeno) y en las plantas (almidédn). La mayor parte de la
glucosa esta presente como polimero no digestible (celulosa). La
glucosa se puede producir a partir de la hidrélisis del almidon por via
enzimatica (Plaza-Diaz et al., 2013) o quimica (Mendoza-Pérez et al.,
2017)

Glucoquinasa en inglés

Glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en inglés

Higado graso no alcohélico
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indice de masa
corporal (IMC)

Lipogénesis

LPK
LXR
ME
MGPAT

Mezcla comercial
acesulfame-aspartame

NADP*

NADPH

NAFLD

Obesidad

Es un indicador simple de la relacion entre la masa y la talla de la
persona para identificar las categorias de masa que pueden llevar a
problemas de salud. Se utiliza frecuentemente para identificar el
exceso de masa corporal (“sobrepeso”) y la obesidad en los adultos.
Se calcula dividiendo la masa de una persona en kilogramos por el
cuadrado de su talla en metros (kg/m?) (OMS, 2021). Evidentemente,
no discrimina entre género, edad, etc., por lo que su informacién debe
tomarse con cautela y solamente como una primera aproximacion y
nunca usarse para politicas publicas (Nuttall, 2015)

La lipogénesis es un proceso metabolico que ocurre principalmente
en el higado y en el tejido adiposo y es estimulada por una dieta alta
en carbohidratos y por la accion de la insulina. La lipogénesis se
deriva principalmente de carbohidratos y es un contribuyente
relativamente menor a las reservas de lipidos de todo el cuerpo,
contribuyendo 1-3% del equilibrio total de grasa en los seres
humanos que consumen una dieta tipica (Tsiloulis y Watt, 2015)

Piruvato quinasa hepatica en inglés

Receptor X hepético en inglés

Enzima malica en inglés

Glicerol-3-fosfato aciltransferasa mitocondrial en inglés

Una combinacion de aspartame y acesulfame cuya composicién es de
1:2, respectivamente, 350 veces mas dulce que el azicar y un 75%
mas dulce que sus dos principales componentes por separado (Garcia-

Almeida et al., 2013)

En inglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su forma oxidada

En inglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su forma reducida

Enfermedad del higado graso no alcohdlico en inglés

Acumulacion anormal o excesiva de grasa con un indice de masa
corporal > 30 kg/m? (ver IMC). Es una enfermedad crénica
caracterizada por el almacenamiento en exceso de tejido adiposo en el
organismo, acompafada de alteraciones metabolicas, que predisponen
a la presentacion de trastornos que deterioran el estado de salud
(OMS, 2021)

Xl



PAHO
PAP
PFK1,2
PGD

Poder edulcorante

RIPA

Sacarina

Sacarosa

SCD1

SREBP-1

Sucralosa

TAG
TCA
USF

VLDL

Organizacién Panamericana de la Salud por sus siglas en inglés
Fosfatidato fosfatasa en inglés

Fosfofructoquinasa 1 y 2 en inglés

6-fosfogluconato deshidrogenasa en inglés

Valor que se obtiene al comparar los edulcorantes por su capacidad
de causar dulzor en comparacién con la sacarosa (Martinez y Roman,
2002)

En inglés Radioimmunoprecipitation assay buffer. La solucién RIPA
es una solucién amortiguadora de lisis que extrae proteinas de manera
eficaz a partir de células de mamiferos

Sulfamida, cuyo &tomo de hidrégeno la hace algo acida y forma sales
facilmente. La sacarina es aproximadamente 300 veces mas dulce que
el azlcar, tiene un indice glucémico cero y presenta un gusto metélico
en altas concentraciones (Duran et al., 2013; Garcia-Almeida et al.,
2013)

La sacarosa es el endulzante por excelencia de los alimentos, en
nuestro paladar lo reconocemos como “dulce”. Esta constituida por
una molécula de fructosa y otra de glucosa unidas por un enlace
glucosidico (Gomez y Palma, 2013)

Estearoil coenzima A desaturasa en inglés

En inglés Sterol regulatory element-binding protein, proteina de
union al elemento de respuesta del esterol

Es un compuesto de 1,6-dicloro-1,6 dideoxi-p-D-fructofurano-sil -4-
cloro-4-deoxi-aD-galactopirandsido, obtenido por la halogenacion
selectiva de la molécula de sacarosa. Es 600 veces méas dulce que el
azucar (Duran et al., 2013; Schiffman y Rother, 2013)

Triacilglicerol, triacilglicérido o triglicérido

Ciclo del &cido tricarboxilico en inglés

Factor estimulador ascendente

Lipoproteinas de muy baja densidad en inglés
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Wistar

Se trata de una linea albina de la rata parda. Fue desarrollada en el
Wistar Institute en 1906 para fines de investigacion biomédica y se
trata de la primera rata empleada como organismo modelo
(anteriormente se trabajaba con el raton). Hoy por hoy, la mitad de las
ratas de laboratorio que existen derivan de la poblacion generada por
el fisiblogo Henry Donaldson, el administrador Milton J. Greenman y
la genetista y embridloga Helen Dean King
(http://web.archive.org/web/20090802191743/http://www.amphilsoc.
org/library/mendel/1998.htm)
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RESUMEN

Los medios de comunicacion constantemente se encuentran bombardeando al consumidor sobre
el consumo diario de bebidas ‘sin calorias’ conocidas como “bebidas ligth”, argumentando que
pueden ser de utilidad para reducir el consumo de energia y asi disminuir el riesgo del sindrome
metabolico. Sin embargo, su consumo se hace cada vez mas habitual y ain no se conocen las
repercusiones bioquimicas que estos puedan acarrear a largo plazo. Dado lo anterior, es necesario
realizar estudios que permitan dilucidar los posibles efectos metabdlicos que puedan ocasionar en
seres humanos. En esta investigacion se establecieron las bases para conocer si existe una
sobreestimulacion de la &cido graso sintasa (FAS en inglés) con respecto del edulcorante
suministrado ad libitum y de forma cronica a ratas hembra y macho de la estirpe Wistar. Para ello
se empled como grupo control aquel que Unicamente consumid agua potable pura para evaluar la
influencia del edulcorante consumido durante la lipogénesis. Se emplearon muestras de tejido
hepéatico provenientes de ratas macho (n=40) y hembra (n=40) de la estirpe HSD:Han Wistar.
Todos los roedores se alimentaron con una dieta normal balanceada (Teklad Global® 18s) y se
suministraron edulcorantes nutritivos y no nutritivos de manera ad libitum durante 170 dias de
experimentaciéon. Cada grupo contd con n=5 por grupo y sexo. Las concentraciones de los
edulcorantes suministrados fueron las siguientes: Sacarosa 10% (m/v), fructosa 7% (m/v),
glucosa 14% (m/v), acesulfame de K al 0.05% (m/v), mezcla de acesulfame-aspartame 1.55%
(m/v), sucralosa 0.017% (m/v) y sacarina al 0.033% (m/v). Después de los 170 dias y realizar una
eutanasia humanitaria se comprob6 que no hubieron diferencias significativas (p>0.05) en los
parametros de ganancia final de masa corporal entre los ocho grupos. Entre los resultados mas
sobresalientes destacan que los factores sexo y edulcorante tuvieron un efecto estadisticamente
significativo sobre la masa del higado (p<0.05) siendo los grupos de fructosa y sacarosa los que
dieron las medias significativamente mayores, sin importar el sexo de los especimenes. El
analisis de varianza de la proporcion de la masa (higados/masa corporal de las ratas) indico que
los edulcorantes nutritivos: Sacarosa y fructosa fueron los que tuvieron una mayor proporcion de
masa del higado con respecto de su masa, por lo que fueron significativamente (p<0.05) mayores
al grupo control. Para las ratas hembra hubo una diferencia significativa (p<0.005) siendo los
edulcorantes con una actividad enziméatica mayor de FAS en los grupos que bebieron
edulcorantes nutritivos: Glucosa (80.5£24.9), fructosa (57.3+20.4) y sacarosa (38.1+12.1) con
respecto del grupo control. En las ratas machos, hubieron diferencias significativas (p<0.005),
entre los grupos que bebieron sacarosa (67.3£27.3 mU/mg), sacarina (54.4+22.1 mU/mg) y
glucosa (46.6+£21.1 mU/mg) ya que presentaron significancias de mas del doble de la actividad
especifica al compararse con el grupo control (7.4+4.5 mU/mg). Con lo anterior se demuestra que
la sacarina a pesar de ser un edulcorante no nutritivo incrementa la lipogénesis hepatica. En
investigaciones futuras se tendra que indagar si el contenido de contenido adiposo también
aumenta, ya que en esta investigacion solamente se analiz6 el tejido hepatico de los especimenes
bajo estudio.

Palabras clave: Acido graso sintasa, lipogénesis de novo, edulcorantes no nutritivos y nutritivos,
masa corporal, tejido hepatico, acesulfame K, mezcla comercial acesulfame-aspartame, sacarina,
sucralosa, modelos animales, ratas Wistar macho, ratas Wistar hembra
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CAPITULO 1

PROBLEMATICA

1.1. Introduccion

El exceso de masa corporal (“sobrepeso”) y la obesidad son enfermedades sistémicas, cronicas y
multifactoriales las cuales estan reconocidas como uno de los retos méas importantes de salud
publica, dada su magnitud, la rapidez de su incremento y el efecto negativo que ejercen sobre la

salud de la poblacion, especialmente en las Gltimas dos generaciones de personas 70 afios).

El sindrome metabdlico y las enfermedades cardiovasculares se derivan del exceso de masa
corporal reduciendo la calidad de vida, aumentando el costo social de la salud (Cecchini et al.,
2010). Al igual que otros paises a nivel mundial, México se ha visto inmerso en esta epidemia
que afecta a millones de adultos, nifios y adolescentes (OMS, 2000). La transicion nutricional en
el mundo ha producido un aumento en la ingesta de alimentos ultra procesados (por su
disponibilidad y bajo costo) ricos en grasa, sal y glucidos simples, erroneamente llamados
“azlicares” Y, sobre todo, la inclusion de multiples aditivos quimicos de los que no se conocen
bien a bien sus efectos en el metabolismo. Asimismo, se han incrementado los habitos
sedentarios (Barrera-Cruz et al., 2013; Softic et al., 2016).

En México y otros paises, diferentes estudios (Barquera et al., 2012; Caravali-Meza et al., 2016;
PAHO, 2015; Yoo et al., 2004), han reportado un alto consumo de bebidas endulzadas en la
poblacion general, llegando a ser el mayor consumidor en el mundo con 163 litros per capita al
afio (Andreyeva et al., 2011). Lo anterior, segin Anderson et al. (2012), es consecuencia de “una
relacién multifactorial compleja entre los individuos y su entorno, con respecto de las opciones
de alimentos y los comportamientos de salud psicobioldgica, rodeado de factores culturales y

sociales que interactian con los entornos inmediatos y distales”.

La preferencia por el gusto dulce en el ser humano es innata justamente por la necesidad de

energia para realizar todas las funciones corporales, como ocurre con muchos animales y los



endulzantes pueden incrementar el placer de la ingesta de alimentos. Los edulcorantes nutritivos
son carbohidratos y proveen energia. En contraste, los edulcorantes no nutritivos o edulcorantes
de alta intensidad son productos que pueden ser naturales o sintéticos. Algunos se producen
naturalmente en los alimentos, pero se afiaden mayormente en el procesamiento de los alimentos
0 son afiadidos por los consumidores antes del consumo cuando son utilizados como endulzantes
de sus bebidas (Duran et al., 2013).

Entre 1970-2007 en EE. UU la produccion del maiz aumenté casi 40% y al mismo tiempo en
1960 se desarrollaron una gran variedad de subproductos de maiz, incluido el edulcorante de bajo
costo conocido como jarabe de maiz, con un alto contenido de fructosa obtenida por inversion de
la glucosa y cuya versidbn moderna tiene una mezcla de fructosa-glucosa. EI consumo de
alimentos altamente energéticos aumentd durante los Gltimos 30 afios al igual que la ingesta de
carne. A partir de 1980 esta tendencia se extendi6 a México, que se convirtié en un asiduo
mercado para los productos de maiz procesado, para los refrescos y para la llamada comida
rapida (Sanchez, 2013).

Los edulcorantes de naturaleza diferente al azucar, segun sus fabricantes, apenas se metabolizan y
tienen poco o ningun valor energético. Adicionalmente, en términos econémicos son mucho mas
redituables monetariamente para el sector industrial. Por lo tanto, la demanda de estos
edulcorantes estd aumentando dia a dia por aquellas personas que quieren disminuir su ingesta
energética o que no pueden metabolizar la glucosa como lo son las personas con diabetes y

exceso de masa corporal.

En un principio, los edulcorantes no nutritivos fueron utilizados como una estrategia alternativa,
dentro del tratamiento dietetico debido a su sabor “dulce”, principalmente en la prevencion
primaria y secundaria de enfermedades como el sindrome metabolico o bien como parte del

tratamiento (Bulman et al., 2018).

Sin embargo, su uso ha caido en excesos consumiéndolos de forma cotidiana en una gran
cantidad de productos ultraprocesados. Lo anterior, de acuerdo con Swithers et al. (2010), podria

dar como resultado que los sabores dulces ya no sirvan como predictores consistentes de las



consecuencias digestivas nutritivas y, por lo tanto, se aumente el apetito y con este el incremento
de masa corporal. Es decir, el consumo crénico y excesivo de edulcorantes no nutritivos podria
conllevar a un desequilibrio energético provocando un balance positivo de energia debido a que

existe una mayor ingesta 0 un menor gasto de esta (Pajuelo et al., 2013).

1.2. Justificacion

Segun los medios de comunicacion, el uso de edulcorantes no nutritivos, especialmente en
bebidas, pueden ser de utilidad para reducir la ingesta de energia y asi disminuir el riesgo del
sindrome metabdlico. Sin embargo, su utilizacion se hace cada vez més habitual y ain no se
saben las repercusiones bioguimicas que esto pueda acarrear a largo plazo, especialmente por la
adicién combinada de conservadores quimicos, colorantes y saborizantes quimicos. Por ello, es
necesario realizar estudios a largo plazo que permitan dilucidar los posibles efectos metabélicos
que puedan ocasionar en seres humanos. En la presente investigacion se indagara si existe una
sobreestimulacion de la acido graso sintasa (FAS en inglés) dependiendo del tipo de edulcorante
ingerido suministrado ad libitum en ratas hembra y macho de la estirpe Wistar, sin considerar

todavia otros aditivos quimicos.

1.3. Hipotesis

La relacion entre la masa corporal y la masa del higado, asi como de los niveles de la actividad
enzimatica de la acido graso sintasa (FAS) en los extractos hepaticos dependera del tipo de

edulcorante ingerido y el sexo del espécimen.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo crénico (170 dias) de edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre
los niveles de actividad de la enzima &cido graso sintasa (FAS) en extractos de hepatocitos de

ratas macho y hembra de la estirpe Wistar.



1.4.2. Objetivos particulares

e Cuantificar los niveles de actividad enzimética especifica de la FAS en los extractos de
hepatocitos de 80 ratas que consumieron edulcorantes mas 20 ratas recien destetadas que
no consumieron edulcorantes (basales)

e Determinar si el tipo de edulcorante ingerido es un factor significativo en la relacion de
masa de higado/ masa corporal atribuibles

e Relacionar la actividad enzimética de la FAS con la masa corporal y la masa del higado de
los especimenes, asi como del edulcorante ingerido y del sexo del espécimen

e Identificar si los factores de sexo y edulcorante influyen significativamente entre los

niveles de actividad enzimética de la FAS mediante un analisis de varianza.



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS

2.1. Obesidad y exceso de masa corporal

El exceso de masa corporal y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa, enfermedades sistémicas, cronicas y multifactoriales, no exclusivas de los paises
econdmicamente desarrollados, que involucran a todos los grupos de edad, de las distintas etnias
y de todas las clases sociales (Barrera-Cruz et al., 2013). Se ha recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud el uso de un parametro simple conocido como indice de Masa Corporal,
IMC que, aunque no es muy preciso, confiable o exacto (Nuttall, 2015), da una idea muy general
de la posible problematica de desnutricién o exceso de masa corporal, incluso llegando a la
obesidad. En México se ha declarado una emergencia sanitaria por la epidemia de obesidad y
diabetes. En las diferentes encuestas en México, las tendencias del exceso de masa corporal y la
obesidad usando este indice muestran un incremento constante que ha sido asociado a la
prevalencia de esta epidemia. De 1991 a 2000 la obesidad femenina en México pasé de 9.4 a
24.4% usando este pardmetro. En 2014 esta epidemia en México ya era de 67.3% en hombres y
69.3% en mujeres y en el 2016, el 72.5% de los adultos presentaron estos padecimientos, también
usando este parametro. Aun cuando desde 1999 se ha observado un incremento en toda la
poblacion, éste ha sido mayor entre las mujeres en edad reproductiva y en los residentes de las
zonas rurales (Cordova, 2002; Rivera-Dommarco et al., 2018).

Por todo lo anterior, la obesidad se considera una enfermedad compleja y multifactorial, puesto
que es el resultado de la interaccion entre factores genéticos, conductuales y ambientales que
pueden influir en la respuesta individual a la dieta que incluye muchas sustancias quimicas
adicionales a alimentos y bebidas no alcohdlicas procesadas industrialmente y a la actividad
fisica. La obesidad tiende a agregarse en familias, justamente por sus habitos que no
corresponden a los patrones conocidos, siendo altamente dependiente de factores ambientales que
pueden ser de caracter inmediato (a nivel individual), intermedio (en el entorno de los individuos)
y basicos o estructurales (a nivel macro), y que ocurren en diferentes etapas a lo largo del curso

de la vida. La obesidad aumenta el riesgo de padecer otras enfermedades como son la diabetes



mellitus, enfermedad isquémica del corazdn, hipertension, dislipidemias, enfermedades
cerebrovasculares y cancer, las cuales disminuyen la calidad de vida e incrementan el riesgo de

muerte prematura (Tejero, 2008).

El exceso de masa corporal y la obesidad son el resultado del consumo de alimentos
ultraprocesados con alta densidad energética en la dieta y el consumo elevado de bebidas
edulcoradas. Lo anterior resulta en un sobreconsumo pasivo de energia y de sustancias quimicas
adicionadas a ellos, lo cual contribuye al balance positivo de energia y a los cambios metabdlicos,
dada la limitada actividad fisica en la vida sedentaria cotidiana de gran parte de la poblacion,
especialmente en nifios y adolescentes. Un 26% de las mujeres y un 24% de los hombres
consumen mas de 50 g de gldcidos simples como sacarosa, glucosa y principalmente fructosa

proveniente de algunas de las bebidas endulzadas y de muchos alimentos procesados.

En el esquema propuesto por Anderson et al. (2012) (Fig. 2.1) se muestra la complejidad de una
relacién de nucleo psicobioldgico, rodeado de factores culturales y sociales que interactian con
los entornos inmediatos y distales de los individuos con las opciones de alimentos y

comportamiento de salud.
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Figura 2.1. Relacion multifactorial entre los individuos y los factores ambientales, frente a las elecciones
de comida y comportamientos saludables (modificada de Anderson et al., 2012, tomada de Garcia-Almeida
et al.; 2013).



Es en la conexion del individuo y el entorno donde se toman decisiones de estilo de vida, de
factores bioldgicos, psicosociales, y sus interacciones, antecede los comportamientos

alimentarios y se asocia con la forma en la que el organismo reacciona a estos estimulos.

Explorar la conexion entre los factores bioldgicos y psicosociales, puede permitir una mejor
comprension de cémo los edulcorantes no nutritivos y otros aditivos quimicos afectan la calidad
de la dieta. No hay evidencia puntual que afirme que los edulcorantes sean la causa mayor del

exceso de masa corporal (Anderson et al., 2012; Duran-Dominguez-de-BazUa, 2017, 2020).

2.2. Edulcorantes

Las caracteristicas quimicas de los alimentos son estimulos que se perciben en la lengua (Fig.
2.2) cuyos receptores desencadenan una secuencia de reacciones que el cerebro convierte en
sensaciones. El gusto es un sentido quimico que responde a las sustancias quimicas por medio de
los receptores de las papilas gustativas que se encuentran en la lengua y el area bucal (Martinez y
Roman, 2002).
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Figura 2.2. Los estimulos dulces son producidos por el aztcar o los edulcorantes sintéticos, que no entran

en las células gustativas, pero activan la cascada de reaccion (Martinez y Roman, 2002)



Uno de los cuatro gustos bésicos es el gusto dulce que se asocia habitualmente a compuestos
hidrocarbonados, como la sacarosa, el cual es el endulzante por excelencia y el estandar para
expresar el dulzor de otros edulcorantes. Por ello, los alimentos dulces han sido muy importantes
en la alimentacién del ser humano desde tiempos ancestrales, siendo inherentes a su naturaleza,
ya que indican una pronta fuente de energia y estimulan el sentido del gusto causando una
sensacion agradable al consumir los alimentos (Duffy et al., 2003).

El término edulcorante hace referencia a aquel aditivo alimentario que es capaz de dar el efecto
dulce con referencia al azlcar y que, habitualmente, aporta menor energia (DuBois y Prakash,
2012). Algunos de ellos son extractos naturales, mientras que otros son sintéticos. En este Gltimo
caso se les denominan edulcorantes no nutritivos. El empleo de edulcorantes no nutritivos como
sustitutos de todo o parte del contenido en glucidos de comidas y bebidas, ha tenido su maxima

expansion en los ultimos 50 afios (Anderson et al., 2012).

Segun Weihrauch y Diehl (2004), el primer edulcorante del cual se tiene registro de su uso fue la
miel, la cual fue empleada por griegos y chinos. Posteriormente la miel fue reemplazada por la

sacarosa (azucar de mesa) que se obtuvo de la cafia de azucar.

Como ya se mencion0, después de la segunda guerra mundial, entre 1970-2007, la produccion del
maiz aument6 casi 40%. Al mismo tiempo en 1960 se desarrollaron una gran variedad de
subproductos de maiz, incluido el edulcorante de bajo costo denominado jarabe de maiz, el cual,
presenta un alto contenido de fructosa por haber invertido una parte importante de su glucosa y
cuya versién moderna tiene una mezcla de fructosa-glucosa. EI consumo de alimentos con alta
densidad energética aumento durante los ultimos 30 afios al igual que la ingesta de carne. A partir
de 1980 esta tendencia se extendié a México, que se convirtié en un asiduo mercado para los
productos de maiz procesado, como los refrescos y para la denominada comida rapida (Sanchez,
2013).

El primer edulcorante artificial que se sintetizo, en 1879, fue la sacarina. Con el reconocimiento
de que la epidemia de obesidad en parte se debe al crecimiento de la industria de las golosinas y

de la comida rapida, el interés en encontrar alternativas alimenticias de un supuesto menor



contenido energético ha venido en aumento. Por ello, desde la década de los afios 50 del siglo
pasado, el uso de edulcorantes no nutritivos gané auge (Moreno-Martinez et al., 2011).

Los edulcorantes no nutritivos aprobados en México son: Aspartame, acesulfame de potasio,
mezcla aspartame-acesulfame, sucralosa, sacarina, glucésidos de esteviol, ciclamatos, alitame y
neotame, ademas de advantame y alulosa. El alitame y neotame, por su altisima intensidad de

dulzor, se utilizan casi exclusivamente a nivel industrial (Aldrete-Velasco et al., 2017).

La premisa de los edulcorantes no nutritivos es que, cuando sustituyen a los edulcorantes
nutritivos, pueden ayudar a los consumidores a limitar la ingesta de carbohidratos y energia como
estrategia para controlar la glucosa en sangre o la masa corporal. Ademas, para los industriales
tienen la ventaja de ser mas econémicos, por lo que su uso ha aumentado considerablemente

desde el descubrimiento de la sacarina.

Los edulcorantes alternativos se producen para ser utilizados en varios productos que van desde
galletas hasta refrescos, con el fin de satisfacer a los consumidores, donde los gldcidos
convencionales como glucosa, fructosa y sacarosa deben ser reemplazados por alternativas
altamente dulces y supuestamente sin los dafios que estos compuestos nutritivos causan. Se
espera que aumente la demanda mundial de edulcorantes de alta potencia, especialmente con la
nueva practica de combinar diferentes edulcorantes (Garcia-Almeida et al., 2013).

Los edulcorantes se pueden clasificar como nutritivos y no nutritivos dependiendo de si al ser
metabolizados por el organismo aportan energia, asi como en dos categorias, edulcorantes
naturales y sintéticos. El edulcorante natural se puede dividir en edulcorantes que contienen
glucidos y no glucidos (por la presencia o ausencia de glacidos simples como la glucosa o la
fructosa) (Surana et al., 2006).

Los edulcorantes no nutritivos, incluyen sustancias de varias clases quimicas diferentes que
interacttan con los receptores del gusto dulce y por lo general superan el dulzor de la sacarosa en
un factor de 30 a 13 000 veces. Los edulcorantes nutritivos (por ejemplo, sacarosa, glucosa) son

generalmente reconocidos como seguros (GRAS por sus siglas en inglés) por la Administracion



de Alimentos y Medicamentos (FDA). Los edulcorantes nutritivos son facilmente digeribles,
excepto en los casos de anomalias genéticas raras del metabolismo de los carbohidratos como,

por ejemplo, la galactosemia, intolerancia hereditaria a la fructosa, etc. (Rumessen, 1992).

A continuacion se dard una breve explicacion y ejemplos de los edulcorantes nutritivos y no

nutritivos manejados en esta investigacion.

2.3. Edulcorantes no nutritivos

2.3.1. Acesulfame de potasio

Descubierto por K. Klauss de los Laboratorios Hoesch, en 1967 y aprobado por la FDA en 2001.
Es un derivado del acetoacético, y es la sal de potasio del 6- metil -1, 2,3 -oxatiazina - 4 (3 H)-
1,2, 2- dioxido. Es 130-220 veces mas dulce que la sacarosa. En soluciones acuosas con altas
concentraciones de acesulfame de K es posible detectar un sabor amargo. Es por este resabio
amargo que generalmente se emplea en mezclas con otros edulcorantes como el aspartame, el
ciclamato y, mas recientemente, con sucralosa (Lawrence, 2003). Es ligeramente soluble en agua,
si bien Gltimamente se han desarrollado formas que permiten la preparacion de disoluciones
concentradas. Asimismo, es estable al calor y puede combinarse con otros edulcorantes (Lipinski
y Hanger, 2011).

El acesulfame de potasio no se metaboliza ni almacena en el cuerpo segun sus fabricantes. Es
rapidamente absorbido y luego excretado por la orina sin sufrir modificaciones. Frecuentemente,
se utiliza en bebidas refrescantes, néctares de fruta, edulcorantes de mesa, productos lacteos,
productos horneados, pasta de dientes y productos farmaceuticos (Aldrete-Velasco et al., 2017;
Duran et al., 2013; Garcia-Almeida et al., 2013).

2.3.2. Mezcla comercial aspartame:acesulfame de K

La combinacion de aspartame y acesulfame cuya composicion es de 64-36%, respectivamente, se

denominan bajo el cddigo E-962, aunque puede contener hasta un 3% de otras sustancias.
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Mantiene un valor nutritivo no apreciable y su poder edulcorante con respecto del sabor dulce de
la sacarosa es de 350 veces méas que la sacarosa y es un 75% maés dulce que sus dos principales

componentes por separado (Garcia-Almeida et al., 2013).

El aspartame fue descubierto en el afio 1965 por James Slatter. Es un edulcorante artificial
compuesto por un metil éster de un dipéptido formado por el &cido L - aspartico y L -
fenilalanina. Es 180 y 200 veces mas dulce que la sacarosa. Es un dipéptido y como tal, aporta 4
kcal por gramo. Sin embargo, es tan dulce que s6lo se necesita una pequefia cantidad y, por
consiguiente, su aporte energético se considera no significativo. Debido a que el aspartame
contiene fenilalanina, el consumo de éste en las personas que padecen fenilcetonuria esta
contraindicado. Por esta razon, los productos que contienen aspartame deben indicar en la
etiqueta "Fenilcetondricos: contiene fenilalanina” (Duran et al., 2013; Garcia-Almeida et al.,
2013).

El aspartame sigue siendo uno de los edulcorantes de alta intensidad mas utilizados y conocidos,
gracias, en mayor parte, a su fuerte posicionamiento en los Estados Unidos, su principal
productor, el cual, consume el 60% de la demanda global de esta sustancia. Se descompone con
el calor y, por lo tanto, no es adecuado para cocinar. Ha desbancado casi por completo a la
sacarina como edulcorante mas utilizado en las bebidas "light". No obstante, existen grandes
controversias sobre su seguridad, aunque los informes de las agencias gubernamentales afirman
gue su consumo es seguro. Sin embargo, es el edulcorante que mas quejas ha presentado ante la
FDA de los Estados Unidos que ningin otro producto o medicamento (Garcia-Almeida et al.,
2013).

2.3.3 Sacarina

El primer edulcorante artificial utilizado fue la sacarina. Fue descubierta por Constantino
Fahlberg, en 1879 y su uso comercial data desde 1901 como endulzante de bebidas
principalmente a nivel industrial y como parte de la alimentacion de diabéticos. En la actualidad

estd aprobada en mas de 90 paises (Serra-Majem et al., 2014). La sacarina sigue dominando el
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mercado global de los edulcorantes de alta intensidad en cuanto a niveles de consumo. De hecho,

actualmente, no se encuentra en el mercado una pasta dentifrica que no lo contenga.

Aunque en la década de 1970 se le vincul6 con la aparicion de cancer de vejiga en roedores de
laboratorio, posteriormente mas de 30 estudios en humanos demostraron que el resultado
encontrado en los animales no fue relevante (Vavasour, 1993). En el afio 2000, el Programa
Nacional de Toxicologia de los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos, decidid
retirarla de la lista de carcin6genos potenciales. De manera reciente, el estudio de Suez et al.
(2014), de modificacion de la microbiota intestinal sugirieron que dosis relativamente altas de

sacarina podrian producir alteraciones en la tolerancia a la glucosa.

Este edulcorante es una sulfamida, cuyo atomo de hidrégeno la hace algo &cida y forma sales
facilmente. La sacarina es aproximadamente 300 veces més dulce que la sacarosa, tiene un indice
glucémico cero, no aporta energia segun sus fabricantes y presenta un gusto metalico en altas
concentraciones. Un porcentaje significativo de la poblacion percibe las soluciones de sacarina
con un resabio metalico y amargo. Es por ello por lo que la sacarina no se utiliza frecuentemente
de manera aislada en los productos comerciales, sino en combinacién con otros edulcorantes de
alta intensidad como el ciclamato, el aspartame, el alitame y la sucralosa, con los cuales presenta

un efecto sinérgico del dulzor (Duran et al., 2013; Garcia-Almeida et al., 2013).

2.3.4 Sucralosa

La sucralosa es un edulcorante no nutritivo derivado de la sacarosa (azUcar de mesa). Fue
descubierto en 1976. Es un compuesto de 1,6 dicloro - 1,6 dideoxi-p-D- fructofurano-sil-4-cloro-
4-deoxi-aD-galactopiranésido, obtenido por la halogenacion selectiva de la molécula de sacarosa.

Se aprob6 para su consumo en Estados Unidos en 2004 (Goldsmith y Merkel, 2011).

Es 600 veces mas dulce que la sacarosa y dado que tedricamente no es metabolizable no aporta
energia. Ademas, la sucralosa tiene un sabor que no difiere considerablemente del azicar comdn
y no se descompone con el calor. Es ampliamente utilizada a nivel mundial, ya sea sola o con

otros edulcorantes y se puede encontrar en miles de alimentos y bebidas. Segun sus fabricantes,
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es pobremente absorbida a través del tracto gastrointestinal. Estudios recientes han documentado
que la sucralosa puede alterar la microbiota y el aumento de masa corporal cuando se suministra
en las ratas (Duran et al., 2013, Schiffman y Rother, 2013; Suez et al., 2014).

2.4. Edulcorantes nutritivos

2.4.1. Sacarosa

La sacarosa es el endulzante por excelencia de los alimentos y en nuestro paladar la reconocemos
como “dulce”. Esta constituida por una molécula de fructosa y otra de glucosa unidas por un
enlace glucosidico. Aporta 4 kilocalorias por gramo. Se extrae industrialmente a partir de la cafia
de azucar y de la remolacha. Se utiliza, ademéas de endulzar los alimentos, para mejorar el sabor
acido y/o amargo de muchos de ellos y para conservarlos mediante un aumento de la presion

osmotica, lo que impide el crecimiento de muchos microorganismos (Gomez y Palma, 2013).

Se hidroliza en el intestino por la accion del complejo enzimético sacarasa-isomaltasa. De los
productos de hidrolisis, la D-glucosa es absorbida rapidamente, mientras que la D-Fructosa libre
es absorbida lentamente. Parte de esa fructosa es convertida en D-glucosa en el propio intestino o
se metaboliza directamente en el higado por la via de la circulacion portal formando triglicéridos
(Plaza-Diaz et al., 2013). La sacarosa, cuando es incluida de forma equilibrada como parte de una
dieta balanceada, tiene importantes propiedades, ya que favorece el aporte rapido de glucosa al
cerebro y al musculo, siendo un gldcido imprescindible para el desarrollo de las funciones

cognitivas y de la actividad fisica (Zamora y Pérez, 2013).

Las recomendaciones por parte de la OMS/FAO (2003) son de un consumo de hidratos de

carbono simples (glucidos) inferior a un 10% del valor energético de la dieta.

2.4.2. Glucosa

La D-glucosa es un glucido reductor que se encuentra libre en la sangre de todos los mamiferos.

Todas las frutas y hortalizas contienen en menor o mayor cantidad a este monoglucido, pero la
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fruta que contienen una mayor cantidad de glucosa es el datil. Otro producto rico en glucosa es la
miel, llegando a contener en promedio un 40%. No obstante, la mayor parte de la glucosa que se
utiliza en la industria de los alimentos proviene de la hidrolisis enzimatica del almidén de
diversos cereales como el maiz o el trigo. La glucosa tiene un poder edulcorante de 0.7 con
respecto de la sacarosa (con un valor unitario). Se absorbe por todas las células mediante
transportadores especificos. Es abundante como polimero de reserva en los animales (glucogeno)
y en las plantas (almidén). La mayor parte de la glucosa esta presente como polimero no
digestible (celulosa). La glucosa se puede producir a partir de la hidrolisis del almidon por via
enzimatica. Asimismo, parte de la glucosa puede isomerizarse a fructosa mediante el empleo de
glucosa isomerasa. Tanto la glucosa como las mezclas de glucosa y fructosa en forma de jarabes
pueden afiadirse a varios alimentos, especialmente a productos de confiteria y bolleria, asi como a
bebidas refrescantes y otros productos, como edulcorantes (Plaza-Diaz et al., 2013) y se sospecha
que muchos problemas metabdlicos se derivan de su uso exagerado en la industria alimentaria y

de bebidas no alcohdlicas, especialmente por la presencia de la fructosa como se vera abajo.

2.4.3. Fructosa

Después de la segunda guerra mundial y con la escasez alimentaria, el gobierno de Estados
Unidos promovio y dio grandes apoyos a quienes cultivaran maiz a gran escala, dado que se veia
este cereal como un cultivo de gran extension y facil manejo. En 1970 el resultado fue dréastico en
el aumento de la produccion y por lo tanto una diminucion en el precio de maiz cuando se saturd
el mercado. Entre 1970-2007, la produccion aumento6 casi 40%. Al mismo tiempo, en 1960 se
desarrollaron una gran variedad de subproductos de maiz, incluido el edulcorante de bajo costo
conocido como jarabe de maiz, con un alto contenido de fructosa y cuya versiébn moderna tiene

una mezcla de fructosa-glucosa (Sanchez, 2013).

El consumo de alimentos con alta densidad energética aumentd durante los ultimos 30 afios al
igual que la ingesta de carne. A partir de 1980, esta tendencia se extendié a México, que se
convirtio en un asiduo mercado para los productos de maiz procesado, para los refrescos y para la

Ilamada comida rapida (Sanchez, 2013).
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Es el glacido con mayor poder edulcorante, 1.4 veces el de la sacarosa. Se absorbe de forma
pasiva, méas lentamente que la glucosa. Existen polimeros de la fructosa, tanto naturales (inulina)
como obtenidos por sintesis (fructo-oligosacaridos), pero estos compuestos no contribuyen al
dulzor de los alimentos de manera significativa y son pobremente digeridos, por lo que tienen un
comportamiento de fibra soluble. Las fuentes alimentarias de fructosa son las frutas, la miel, la
sacarosa y el jarabe de maiz con grandes cantidades de fructosa (también llamado simplemente
jarabe de alta fructosa), un edulcorante de bajo costo utilizado en una gran variedad de alimentos
y de bebidas procesados (Plaza-Diaz et al., 2013), justamente por los subsidios estadounidenses

al maiz.

El metabolismo de la fructosa ocurre predominantemente en el higado. En el higado existen dos
vias para el metabolismo de la fructosa, una de ellas es a través de la fructosa-1-fosfato (la
principal) y la otra a través de la fructosa-6-fosfato. La via de la fructosa-1-fosfato se salta los
puntos de control de la glucolisis y conlleva a que casi toda la fructosa sea metabolizada hasta la
sintesis de acidos grasos promoviendo una lipogénesis de novo (Bray et al., 2004; Hui et al.,
2014; Keim y Havel, 2013).

2.5. Efecto saciador de edulcorantes no nutritivos y nutritivos

Los glucidos, ademaés del sabor dulce, afiaden una amplia variedad de cualidades favorables a los
alimentos, como su accién antimicrobiana, el gusto, aroma y textura, asi como la viscosidad y
consistencia, las cuales se comportan como generadoras de saciedad. Aunque la saciedad
conseguida es mayor con las proteinas, la de los glucidos e hidratos de carbono es superior a la de
las grasas y son a su vez la mayor fuente energética de la dieta. Estudios sobre la termogénesis
inducida por los alimentos han mostrado que la energia disipada en forma de calor es menor tras
la digestion de grasas (= 7%), que tras la digestion de hidratos de carbono (= 12%) y proteinas (=
22%) (Gémez y Palma, 2013).

Se han planteado al menos dos hipotesis que podrian explicar esta paradoja entre el consumo de

edulcorantes no nutritivos y los resultados metabdlicos adversos. La primera es la teoria de la

causalidad inversa, que consiste en que los individuos con mayor riesgo de ganar masa eligen
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consumir edulcorantes no nutritivos como estrategia para reducir el consumo de glicidos y
energia, y la segunda, consiste en que los edulcorantes no nutritivos no son fisiologicamente
inertes y afectan los procesos bioldgicos que intervienen en la regulacion de la energia y la

homeostasis de la glucosa (Manzur-Jattin et al., 2020).

Como es comentado por Jing et al. (2009), Wang et al. (2016) y Gémez-Vazquez (2017), los
edulcorantes no nutritivos no poseen un poder saciador como la sacarosa, inclusive podrian
causar la sensacion de hambre estimulando comer en exceso, ademas de estimular los receptores
del gusto, creando adiccion al sabor dulce. Swithers et al. (2010) comentan que en algunos
estudios en humanos a corto plazo se ha demostrado una reduccion en la ingesta energética
resultante de una compensacion sélo parcial de la energia no ingerida frente a sacarosa

principalmente en bebidas refrescantes.

Al parecer, la disociacion de la sensacién del sabor dulce y el aporte energético deficiente
producido por los edulcorantes podria condicionar un incremento en el apetito, dando lugar a un
mayor consumo energético y ganancia de masa corporal (Davidson et al., 2011). Esta hipotesis de
condicionamiento operativo (Modelo de Pavlov) ha podido demostrarse en modelos animales.
Por ello, una ingesta elevada de hidratos de carbono superior a las necesidades del organismo
daré lugar a un ritmo elevado en la oxidacion de los carbohidratos con elevada produccion de
ATP, con un ritmo elevado en la lipogénesis de novo, y una mayor acumulacién de grasa en
tejido adiposo. Un exceso de lipogénesis de novo en higado elevara los niveles de triglicéridos
séricos e incrementard los lipidos intrahepaticos, lo cual conducira al higado graso no alcohdlico,

ademas de relacionarse con una resistencia a la insulina (Softic et al., 2017).

La OMS/FAO (2003) indica que las dietas limitadas en glacidos libres reducen la ingesta total de
energia y tienden a reducir la masa corporal, por lo que las bebidas ricas en glucidos libres elevan
la ingesta total de energia al reducir el control del apetito. Raben et al. (2002) demostraron que
cuando se consumen refrescos ricos en glacidos libres, hay una mayor ingesta energética y un
aumento progresivo de la masa corporal en comparacion con las bebidas sin calorias que llevan

edulcorantes artificiales. Poppitt et al. (2002) revelaron que la sustitucion de los carbohidratos
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simples por carbohidratos complejos tiene efectos claramente beneficiosos en el cambio de masa

y en los indices metabdlicos en las personas con sindrome metabolico.

2.6. Lipogénesis de novo

No toda la glucosa producida se procesa inmediatamente por las células para obtener energia.
Para generar reservas energéticas que les permitan seguir funcionando en los periodos de ayuno,
los organismos tienen mecanismos adicionales que les permiten convertir el exceso de glucosa en
glucégeno (glucogenogénesis), que puede ser “almacenado” en el higado o en los tejidos
musculares para su utilizacion posterior al reconvertirlo nuevamente en glucosa (glucogenalisis).
De la energia provista por cada alimento (desayuno, comida, cena o colacidén), el higado s6lo
puede almacenar en forma de glucdgeno hasta 75 g de glucosa (300 kcal), el exceso de este valor
en cada alimento tiene que ser almacenado de otra manera. Para ello, el higado metaboliza este
excedente energético convirtiéndolo en &cidos grasos libres que constituyen la base del
metabolismo de los lipidos y su conversion final en grasa (lipogénesis) (Moreno-Martinez et al.,
2011).

La lipogénesis es muy sensible a los cambios en la dieta. Los acidos grasos poliinsaturados
disminuyen la lipogénesis suprimiendo la expresion génica en el higado, incluyendo la de la
acido graso sintasa (FAS). La glucosa del exceso de carbohidratos en la dieta estimula la
lipogénesis tanto en el higado como en el tejido adiposo y finalmente es convertida en acidos
grasos, que estan esterificados a triacilglicerol (TAG) y secretadas como lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), lo que conduce a niveles elevados de triglicéridos plasmaticos
postprandiales. EI ayuno reduce la lipogénesis debido al aumento de glucagon y niveles elevados
de AMPc, que, combinado con un aumento de la tasa de lip6lisis, conduce a la pérdida neta de
triglicéridos de las células de grasa. Por el contrario, en el higado, debido a las grandes cantidades
de &cidos grasos que llegan del tejido adiposo, la sintesis de triglicéridos aumenta, lo que resulta
en una forma leve de hepatoesteatosis (higado graso) que se asocia con obesidad y una resistencia
a la insulina (Fig. 2.3) (Lopez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2014).
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Figura 2.3. Interaccion funcional entre los factores de transcripcién SREBP-1c, ChREBP y LXR en la induccion
de la esteatosis hepatica (modificada de Lépez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2014)

Los niveles plasmaticos de glucosa estimulan la lipogénesis a través de varios mecanismos. En
primer lugar, la glucosa en si es un sustrato para la lipogénesis. La glucosa promueve la sintesis
de acidos grasos al ser glucoliticamente convertido en piruvato y posteriormente ser transformado
este piruvato por la piruvato deshidrogenasa en acetil-CoA. En segundo lugar, la glucosa induce
la expresion de genes lipogénicos, mediante factores de transcripcion como la proteina de union
al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP) y la proteina de union al elemento de
respuesta del esterol (SREBP). Finalmente, la glucosa aumenta la lipogénesis estimulando la
liberacion de insulina e inhibiendo la liberacion de glucagén del pancreas (Kersten, 2001; Wang

et al., 2015).

La acumulacion de grasa esta determinada por el equilibrio entre la sintesis de grasa (lipogénesis)

y la descomposicion de la grasa (lipdlisis/oxidacion de acidos grasos). La lipogénesis abarca los
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procesos de sintesis de &cidos grasos Yy la sintesis posterior de triglicéridos, y tiene lugar tanto en
el higado como en el tejido adiposo (Fig. 2.4) (Kersten, 2001).

Acidos grasos
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Figura 2.4. Regulacién de la lipogénesis en hepatocitos y adipocitos (modificada de Kersten, 2001)

La deposicion de grasa en el tejido lipidico es un aspecto importante del metabolismo energético
que se origina a partir de &cidos grasos ingeridos o de una sintesis de novo. La sintesis de acidos
grasos es activa en varios tejidos (higado, glandula mamaria, pulmon, intestino, y tejido adiposo
marron y blanco). La lipogénesis de novo (DNL, por sus siglas en inglés) es un proceso mediante
el cual los lipidos se sintetizan de manera enddgena a partir de fuentes dietéticas, generalmente
carbohidratos o depoésitos de energia almacenada. El proceso se puede dividir en tres pasos
secuenciales: Sintesis de acidos grasos, elongacion/desaturacion de &cidos grasos y ensamblaje en

triglicéridos (Nelson y Cox, 2009).

Los carbohidratos de la dieta, que se consumen principalmente como almidones (polimeros de
glucosa) o azlucar de mesa (sacarosa), se descomponen en monosacaridos de seis carbonos,
glucosa o fructosa, cuyo metabolismo converge en la produccion de dos intermediarios,
gliceraldehido-3 fosfato (GA3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Estos intermediarios
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pueden ser convertidos internamente o metabolizados adicionalmente a piruvato, el cual es el

producto final del metabolismo de la glucolisis (Softic et al., 2016).

El piruvato puede entrar en las mitocondrias, donde se convierte en acetil-CoA, para usarse en el
ciclo de Krebs o del &cido tricarboxilico (TCA, por sus siglas en inglés), para la produccion de
energia. Cuando las reservas de energia son abundantes, los intermediarios de TCA se acumulany
el citrato se transporta de nuevo al citoplasma mediante el sistema de transporte denominado

lanzadera de citrato.

El citrato es convertido en acetil-CoA, por la accidn de la adenosina trifosfato citrato liasa (ACL,
por sus siglas en inglés), que es el primer paso de la sintesis de acidos grasos enddgenos.
Ademas, el citrato es un activador alostérico de la acetil-CoA carboxilasa (ACC, por sus siglas en
inglés), cuya accion es convertir la acetil-CoA en malonil-CoA. La malonil-CoA es la principal

fuente de carbono utilizada para la sintesis enddgena de acidos grasos (Fullerton et al., 2013).
2.7. Acido graso sintasa (FAS)

La 4cido graso sintasa (FAS, por sus siglas en inglés) es una proteina multifuncional que cataliza
la sintesis de los acidos grasos de cadena larga a partir de la acetil-CoA y el malonil-CoA. Su
actividad esta correlacionada con la tasa de sintesis de los acidos grasos. Esta proteina es activa
como un dimero. El fosfato de dinucle6tido de adenina nicotinamida reducido (NADPH, por sus
siglas en inglés) es el portador de electrones necesario para reducir los dobles enlaces y grupos
carbonilo de varios intermediarios producidos durante la sintesis de acidos grasos por el complejo
FAS.

Se desconocen los efectores alostéricos de FAS, pero la concentracion de la enzima es altamente
sensible a la regulacion nutricional y hormonal. En condiciones de abundancia de nutrientes, la
lipogénesis de novo puede promover el almacenamiento del exceso de energia en forma de
triglicéridos hepaticos (Jensen-Urstad y Semenkovich, 2012). La insulina promueve la expresion
de FAS mediante la activacion de factores de transcripcién como la proteina de unién al elemento

regulador del esterol (SREBP-1c) y los factores estimuladores ascendentes 1y 2 (USF1 y USF2)
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(Jensen-Urstad y Semenkovich, 2012). La enzima acido graso sintasa (FAS) cataliza la biosintesis
de &cidos grasos a partir de la condensacion de acetil-CoA y malonil-CoA, la cadena de acido
graso en crecimiento crece en dos carbonos, seguido de dos pasos de reduccién, los cuales
requieren de NADPH como donante de electrones. Finalmente, 7 ciclos de condensacion y
reduccion producen un grupo saturado palmitato, un acido graso saturado de 16 carbonos, el
principal producto de la sintesis de &cidos grasos (Fig. 2.5) (Bazin y Ferré, 2001).

FAS
Acetil-CoA + 7MaloniI-CoA/—\> Palmitato + 7CO2 + 8CoA + 6H20

14 NADP, H* 14NADP*

Figura 2.5. Catalisis de la biosintesis de acidos grasos FAS para la produccién de palmitato (Bazin y Ferré,
2001).

El aumento de las concentraciones citoplasmicas de palmitato inhibe de manera alostérica la
actividad de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y reduce las tasas de lipogénesis de novo (DNL, en

inglés), proporcionando retroalimentacion negativa adicional sobre el proceso.

Adicionalmente, la sintasa de &cidos grasos (FAS) es regulada a nivel transcripcional. La insulina
promueve la expresion de FAS mediante la activacion de factores de transcripcién como la
proteina de union al elemento regulador del esterol (SREBP-1c) (Jensen-Urstad y Semenkovich,
2012). A concentraciones bajas de glucosa, el factor de transcripciéon ChREBP (en inglés proteina
de union al elemento de respuesta de los carbohidratos) se encuentra fosforilado e inactivo,
mientras que, a concentraciones altas de glucosa, ChREBP sufre desfosforilacion) se transloca al
nacleo para activar a sus genes diana; entre los genes diana de ChREBP se encuentra el gen
codificante para la sintasa de acidos grasos (FAS) (Lopez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2014).

2.8. Higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD, por sus siglas en inglés) se define

como una acumulacion excesiva de lipidos hepaticos que exceden del 5 al 10% de la masa de
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este organo. El sindrome metabdlico es un importante predictor del NAFLD. Se ha estimado
que en hombres con sindrome metabdlico el riesgo de tener higado graso no alcohodlico es
cuatro veces mayor (y en las mujeres once veces mayor) que en aquellos sin sindrome

metabdlico (Castro-Martinez et al., 2012).

En México, la prevalencia de NAFLD no se encuentra bien determinada, sin embargo, existen
estudios en EE. UU. que reportan entre 10 y 24% de la poblacidén general, porcentaje que
aumenta hasta 58 a 74% en personas obesas. La prevalencia en nifios es de 2.6% aumentando
hasta 22 a 53% en nifios obesos (Castro-Martinez et al., 2012; Roesch-Dietlen et al., 2006).
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

3.1. Desarrollo experimental

A continuacion, en la Figura 3.1 se aprecia el diagrama de blogues general de la investigacion

Disefnio de la estrategia experimental:

» Eutanasia humanitaria empleando CO, al 70% de acuerdo con la normativa vigente NOM-062-Z0O0-1999 (DOF, 1999) a los 8§ grupos
de ratas de la estirpe: HsdHan®:WIST (40 ratas macho v 40 ratas hembra), a las que se les suministraron durante 170 dias edulcorantes
nutritivos v no nutritivos, v a un grupo control, masl0 ratas macho y 10 ratas hembra recién destetadas como grupo basal. Las
concentraciones manejadas se citan a continuacion:

* Sacarosa 10%

* Glucosa 14%

* Fructosa 7%

* Sucralosa 0.017%

» Acesulfame K 0.05%

* Sacarina 0.033%

* Mezcla comercial de aspartame:acesulfame 1.55%

* Grupo control con agua potable

v

Eutanasia humanitaria empleando CO; al 70% de acuerdo Obtencion de extracto crudo del tejido hepatico.
con lavigente NOM-062-Z00-1999 (DOE, 1999)

* Pesaje final de la masa corporal de los roedores
* Pesaje, diseccion y almacenamiento del higado

* Ruptura mecdnica del tejido de las 100 muestras (50 ratas
j macho y 50 ratas hembra)

Normalizacion de la cantidad de proteina para la determinacion de la actividad
Cuantificacion de proteinas enzimatica

j * Se preparard la cantidad de reactivo necesario por dia dependiendo del nimerd de
*A cada extracto crudo del tejido muestrgs  leer . .

hepético se le determin la cantidad de * Se realizaron pruebas de la cantidad de extracto crudo a utilizar en cada ensayo
proteina por el método de Bradford
(Kruger, 2009)

Determinacion de la actividad enzimatica de cada muestra de extracto
hepdtico crudo

* Se realizo la lectura de la actividad enzimadtica a 340nm por 3 min a

pH=7y 30°C
*Se realizd la correccion de la oxidacion de NADPH en ausencia de Realizacion del andlisis estadistico mediante
malonil-CoA a 340nm por 3 min a pH=7 y 30°C > el software Statgraphics Centurion XVI.I

Figura 3.1. Esquema de bloques de la estrategia experimental
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3.2. Estrategia experimental

El proyecto, aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la UNAM, fue un experimento
multifactorial categdérico. Como primer factor se tuvo el sexo de los especimenes y como segundo
factor se tuvo el edulcorante consumido. Las variables de respuesta fueron la actividad
enzimatica expresada como mU/mg, masa de los especimenes y la relacion de la masa de higado/
masa corporal. Las muestras de tejido hepatico provinieron de ratas macho (n=40) y hembra
(n=40) de la estirpe HSD:Han Wistar, recién destetadas de masa corporal entre 40-60 g
adquiridas a la empresa ENVIGO (2018).

Todos los roedores fueron alimentados con una dieta normal Teklad Global 18s® y se les
suministraron edulcorantes nutritivos y no nutritivos durante 170 dias con el agua potable. Cada
grupo cont6 con n=5. Las concentraciones de las bebidas endulzadas suministradas a cada grupo
fueron las siguientes: Sacarosa 10% (m/v), fructosa 7% (m/v), glucosa 14% (m/v), acesulfame de
K al 0.05% (m/v), mezcla de acesulfame-aspartame 1.55% (m/v), sucralosa 0.017% (m/v) y
sacarina al 0.033% (m/v).

Las concentraciones propuestas fueron las que comUnmente se encuentran en bebidas
comerciales y tomando como referencia las ingestas diarias admisibles (ADI) (Mendoza-Pérez,
2017). Cabe mencionar que a la llegada de las ratas recién destetadas se realizé la eutanasia
humanitaria de machos (n=10) y hembras (n=10) y se obtuvieron los 20 higados para el

denominado grupo basal (tiempo de experimentacion=0 dias).

3.3. Eutanasia

A 80 ejemplares que consumieron cronicamente edulcorantes nutritivos y no nutritivos durante
170 dias, se les realizO una eutanasia humanitaria empleando una atmosfera rica en CO>
(aproximadamente 70%) de acuerdo con la normativa vigente: NOM-062-Z00-1999 (DOF,
1999). Posteriormente, una vez dormidos, cada ejemplar fue decapitado con una guillotina para

roedores. Una vez decapitados, se procedié a la diseccion de los 40 higados de las ratas macho y
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40 higados de las ratas hembra. Tras realizarse la extraccion de los 80 higados, se procedio a su
pesaje y proceso de almacenamiento a -20°C, para su posterior analisis.

3.4. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de las muestras de higado, se prepar6 una solucion amortiguadora
de lisis RIPA® la cual contiene TBS (solucién 50 mM de Tris base, 150 mM de NaCl y debe
encontrarse a un pH de 7.6), NP-40 (nonil-fenol-polietilenglicol éter al 1%), desoxicolato de
sodio 0.5%, SDS (dodecil sulfato de sodio en inglés) al 0.1% y azida de sodio 0.006%.

En tubos de microcentrifuga de 1.5 mL se afiadieron 200 uL de solucién amortiguadora de lisis:
RIPA activada (50 mL de solucion RIPA mas 5 pastillas de inhibidores de proteasas, 500 pL de
solucion de NaF 100 mM y 1 mL de NasVO4 100 mM). Una vez afiadida la solucién de lisis
RIPA activada se colocé en cada microtubo entre 100-300 mg de higado congelado.

El tejido sufrié una ruptura mecanica utilizando un homogeneizador de proteinas de la marca
PELLET PESTLE® Motor. Se agregaron 800 uL adicionales de solucion amortiguadora (buffer)
de lisis activada a cada microtubo. Cada extracto crudo hepatico fue inmediatamente, después de
la ruptura mecénica del tejido, sometido a una agitacion en un equipo Vortex Genie-2 a 3200
rpm, para, posteriormente, centrifugarse en una microcentrifuga Eppendorf (modelo 540), a
14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se trasvasd a tubos de
microcentrifuga previamente etiquetados de 1.5 mL y se almacenaron a -20°C para su uso

posterior.

3.5. Pruebas bioguimicas

3.5.1. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteina en los extractos de tejidos hepaticos se empleo el método de
Bradford y se construyd una curva estandar con globulina, como proteina de referencia, con las
siguientes concentraciones 0.0088, 0.011, 0.0132, 0.0154, 0.0176 pg/uL (Figura 3.2),
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obteniéndose una r>=0.9911 (Kruger, 2009). Para la cuantificacion de las muestras a cada tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL se le afiadieron 100 uL de muestra'y 1000 uL de reactivo de Bradford
(elaborado con 100 mg de azul de Coomassie disuelto en 50 mL de etanol al 96% y 100 mL de
acido fosforico al 85% ajustados a 1 L de agua), registrandose la absorbancia a 595 nm. Las
concentraciones de proteina de cada extracto se obtuvieron por interpolacion en la curva estandar

de globulina.

o
o
w

=}
a
L3

y =11.553x+0.0016 rs
R*=0.9911

Ahsorbancia (595 nm)}
(=]
o o
- (%2}
*

=
o
[}

[=}
L2

0 0.005 001 0.015 0.02
Globulina (ug/ul)

Figura 3.2. Curva patrén por método de Bradford

De esta curva se obtuvo la Ecuacion 1:

¥ = 11.553x + 0.0016 Ecuacion 1

De la ecuacion 1 se despeja x y se multiplica por su respectivo factor de dilucién, obteniéndose la

Ecuacién 2;

Concentracion (ug/mL) = (Absorbancia-0.0016) x Factor de dilucién) x 1000(ug/mL) Ecuacién 2
11.553

3.5.2. Actividad enzimatica de la &cido graso sintasa (FAS)

Para la determinacion de la actividad enzimatica se realizd una adaptacion al método

espectrofotométrico de Nepokroeff et al. (1975).
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Para ello se utilizd la balanza analitica marca Mettler Toledo® modelo AT21 Comparator 0.001
ug - 22 g, una micropipeta marca BRAND® Transferpette® digital 100 — 1000 pL; micropipeta
Rainin Classic® PR - 200 20 - 200 pL.

Se colocaron 480 pL de la mezcla de reaccidon recién preparada (154.8 pL de solucién
amortiguadora de fosfatos a pH=7 (KH2PO4 654.55 mM, NaHPO4 416.035 mM y EDTA 2.15
mM), 51.6 pL de acetil-CoA 212.96 uM, 51.6 pL de malonil-CoA 645.35 uM, 51.6 pL de
NADPH 645.35 uM, 23.4 uL de p-mercaptoetanol y 147 uL de agua desionizada. La mezcla de
reaccion se incubd a 30°C por 5 minutos. Posteriormente, se registré la absorbancia de la mezcla
de reaccion a 340 nm en un espectrofotometro de UV/Vis Rayleigh UV-1800 para determinar la
lectura basal. Para la determinacion de los niveles de actividad de cada muestra se afiadieron 20
uL del extracto hepatico. Inmediatamente se agitd suavemente y se registro la oxidacion de
NADPH a 340 nm durante 3 minutos a un pH=7 y a una temperatura de 30°C. A cada una de las
muestras se le realiz6 también una lectura sin malonil-CoA para corregir la oxidacién intrinseca
del NADPH.

Con los registros de absorbancias vs. el tiempo se construyeron dos curvas de avance de reaccion

por cada muestra, una en presencia de malonil-CoA y otra en ausencia de malonil-CoA.

De las ecuaciones obtenidas de las curvas de avance de reaccion, se tomo la diferencia de las
primeras pendientes (velocidad inicial). Se debe tomar en cuenta el factor de dilucion y el
volumen total de la reaccion, asi como el coeficiente de extincion molar del NADPH vy el

volumen de muestra utilizado, obteniéndose la Ecuacion 3:

[ |sdbs musstral—|Adbs correccionl| Factor de dilucidn+Volumen final .z
— = Ecuacion 3

mkL Coeficiente de extincion meolar:Velumen muestra

Para determinar la actividad especifica se dividen los niveles de actividad de cada extracto entre

la concentracion de proteinas de este, obteniéndose la Ecuacion 4:

u
— =g Ecuacion 4
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donde U se define como la cantidad de acido graso sintasa (FAS) que cataliza 1 pmol de NADPH
por minuto a 30°C y aun pH de 7.

3.6. Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos se exportaban en una hoja de datos Excel para su posterior
tratamiento estadistico mediante los programas especializados Statgraphics Centurion XVI.I y
Minitab 17.

Los analisis de varianza (ANDEVA) de unay dos vias, segun sea el caso, se realizaron con ayuda

del software Statgraphics Centurion XVI.I.

Sin embargo, para poder realizar el analisis de varianza se deben cumplir los siguientes

requisitos:

e Los datos deben seguir distribuciones normales dentro de cada uno de los grupos
e Debe existir igualdad de varianza (homocedasticidad)

e Las muestras deben ser independientes (Walpole et al., 2012)

Los tratamientos estadisticos que se llevaron a cabo en cada grupo de datos fueron:

1. Identificacion de datos atipicos o aberrantes mediante la prueba de Grubbs, empleando el
software Statgraphics Centurion XVI.1 (Statpoint Technologies, 2009a)

2. Comprobacion de la normalidad a través de la prueba Shapiro-Wilk con ayuda del
software Statgraphics Centurion XVI.1 (Statpoint Technologies, 2009c¢)

3. Verificacion de la homocedasticidad a través de la prueba Levene utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI.I (Statpoint Technologies, 2009b)

4. Anaélisis de varianza (ANDEVA) con ayuda del software Statgraphics Centurion XVI.1
(Statpoint Technologies, 2009d)

5. Prueba de rangos multiples post hoc de Duncan utilizando el software Statgraphics
Centurion XVI.1 (Statpoint Technologies, 2009¢)
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6. Para aquellos grupos de datos que no cumplieron con los criterios establecidos para
realizar un andlisis de varianza se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis, la cual proporciona
informacidn sobre la posible igualdad de medianas entre grupos y permite rechazar esta
hipétesis de igualdad cuando el valor de P sea menor de 0.05. Esta prueba se realizé con

la ayuda del software Statgraphics Centurion XVI1.I (Statpoint Technologies, 2009f)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis de la masa corporal a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

La Tabla 4.1 muestra el analisis de varianza de dos vias para la masa corporal. En ella se aprecia
que el valor P fue menor que el de a=0.05y por ello se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el factor sexo del espécimen sobre la masa corporal a los 170 dias. Por el
contrario, para el factor edulcorante el valor-P fue mayor que 0=0.05 y, por lo tanto, no hubieron

diferencias significativas en la masa corporal atribuibles al tipo de edulcorante ingerido.

Tabla 4.1. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal a los 170 dias de la ingesta
de edulcorantes

Grados de Cuadrado
Fuente Suma de cuadrados ) . Razén-F | Valor-P
libertad medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Edulcorante 8809.9 7 1258.6 1.48 0.1896
B:Sexo 1.043E6 1 1.043E6 1228.3 0.0000
INTERACCIONES
AB 7763.9 7 1109.1 131 0.2619
RESIDUOS 54343.4 64 849.1
TOTAL
1.114E6 79
(CORREGIDO)

En la Tabla 4.2, se muestra el resultado del procedimiento de comparacion multiple para
determinar cuéles medias fueron significativamente diferentes unas de otras, con un nivel del
95.0% de confianza. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias fue la
comparacion mdultiple de Duncan. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o
mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0. El resultado de
este método indica que las ratas hembra tuvieron una significancia menor de masa corporal
(246.205£20.957 g) en comparacion con las ratas macho (474.567+37.137 g). Estos datos

concuerdan con lo reportado por el proveedor Envigo (Envigo, 2018).
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Tabla 4.2. Pruebas de rangos multiples para la masa corporal por sexo

Sexo Casos Media Sigma Grupos homogéneos
Hembra 40 246.2 4.6 A
Macho 40 474.6 4.6 B

El ANDEVA de la Tabla 4.1 arroj6 que no hubieron diferencias significativas intergrupales en la
masa corporal. Es posible observar en la Tabla 4.3, que el grupo con mayor ganancia de masa fue
el grupo que bebio fructosa (380.7 + 144.36 g). En contraste el grupo con menor ganancia de
masa fue el grupo de edulcorante de acesulfame de potasio (345.7 £ 118.93 g). La anterior
tendencia confirma el hecho de que la fructosa es metabolizada por la via de la lipogénesis y esto
aumenta la cantidad de tejido adiposo y, por consecuencia, se incrementa la masa corporal
(Martinez et al., 2010; Tappy et al., 2014).

Tabla 4.3. Tabla de medias de minimos cuadrados para la masa corporal con intervalos de
confianza del 95.0%

Grupo de edulcorante | Casos Masa corporal -Ll’mi-te Limi_te
@) inferior | superior
Acesulfame 10 | 345.7+11893 | 3273 364.1
Sucralosa 10 | 350.4 +123.67 332.0 368.8
Control 10 | 356.9 +117.79 338.5 375.3
Aspartame:Acesulfame | 10 | 357.6 £ 125.40 339.2 376.1
Glucosa 10 | 359.0+112.36 | 340.6 3774
Sacarosa 10 | 360.7 +123.67 342.4 379.2
Sacarina 10 | 371.8+133.03 | 353.4 390.2
Fructosa 10 | 380.7 +144.36 362.3 399.18

En contraste, el grupo que ingiri6 glucosa fue el edulcorante calérico que menor incremento en
masa corporal obtuvo, dado que es el sustrato mas utilizado para la obtencion de energia, que se
almacena en el higado y musculo en forma de glucégeno. El excedente de glucosa que no se
utiliza como fuente inmediata de energia o para la sintesis de glucégeno puede transformarse a
través de lipogénesis de novo en grasa que se almacena en los adipocitos. Sin embargo, esta
conversion es energéticamente costosa. Raben et al. (2002) calcularon que es necesario un 68%
mas de energia (155 en comparacion con 42 MJ/kg) para aumentar la grasa corporal en 1 kg a

partir de carbohidratos que partiendo de grasas, por lo que afirmaron que “es dificil aumentar
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masa grasa en sujetos de masa normal, particularmente a través de la sobreingesta de glucosa”.
Lo anterior podria explicar el por qué a pesar de ingerir mas energia a través de la bebida el grupo
de glucosa, en esta etapa de la vida de los roedores, presentd la menor ganancia de masa corporal.
No obstante, en futuras investigaciones seria adecuado realizar un andlisis de composicion
corporal, debido a que pudiera darse el caso de que la masa total del espécimen no se
incrementara, pero en caso de que asi lo hiciera su composicion grasa (tejido adiposo) disminuiria

su proporcion magra (musculo).

Con la finalidad de conocer la existencia de diferencias significativas entre los grupos del mismo
sexo se realizé el andlisis de varianza (ANDEVA) de una via. Los resultados se muestran en las
Tablas 4.4 y 4.5, para las ratas macho y hembra, respectivamente. Para ambos sexos el valor-P de
la razon-F fue mayor que «=0.05; por lo tanto, no hubieron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos que ingirieron diversos edulcorantes en ninguno de los dos sexos.

Tabla 4.4. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal de las ratas macho tras 170
dias de ingesta de edulcorantes

Grados de .
Fuente Suma de cuadrados| . Cuadrado medio Razdén-F Valor-P
libertad
Entre grupos 15442.9 7 2206.1 1.84 0.1133
Intra grupos 38345.0 32 1198.3
Total (Corr.) 53787.9 39

Tabla 4.5. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal de las ratas hembra tras 170
dias de ingesta de edulcorantes

Grados de
Fuente Suma de cuadrados| Cuadrado medio Razén-F Valor-P
libertad
Entre grupos 1130.97 7 161.568 0.32 0.9378
Intra grupos 15998.4 32 499.949
Total (Corr.) 17129.3 39

Los analisis de varianza anteriores indicaron que el consumo de edulcorantes tanto nutritivos
como no nutritivos no tuvieron un impacto significativo en la ganancia de masa corporal hasta
esta etapa de la vida (jovenes adultos). Lo anterior solamente aplica siempre y cuando los
edulcorantes sean ingeridos junto con una dieta balanceada y en las primeras etapas de la vida de

los roedores (jovenes adultos). De acuerdo con Mendoza-Pérez (2021) los roedores a los 170 dias
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se encuentran en su etapa de jovenes adultos. Lo anterior debe ser tomado en consideracion ya
que la mayoria de las enfermedades cronico-degenerativas aparecen en etapas avanzadas de la

vida.
4.2. Andlisis de la masa de higados a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

En relacion con la masa del higado, los andlisis de varianza (Tabla 4.6) indican que los factores
sexo y edulcorante tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre la masa del higado ya

que los valores de P fueron menores que a=0.05.

Tabla 4.6. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa del higado a los 170 dias de la ingesta
de edulcorantes

Fuente Suma de cuadrados Glirt?edr(')tzge Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Sexo 595.4 1 595.4 466.96 0.0000
B: Edulcorante 423 7 6.04 4.74 0.0003
INTERACCIONES
AB 10.2 7 15 1.15 0.3461
RESIDUOS 80.3 63 13

(COE%EQIDO) 1523 ’°

Debido a que hubieron diferencias significativas entre el sexo y el factor edulcorante, se realizé la
prueba de rangos multiples (Tabla 4.7), donde se aprecia que los grupos que bebieron fructosa y
sacarosa fueron los grupos, sin distincion de sexo, que tuvieron las medias de masa de higado
significativamente mayores al grupo control. ElI grupo que bebi6 fructosa tuvo una masa de
higado promedio de 11.58 + 3.22 g y el que bebid sacarosa de 10.99 + 3.64 g. En contraste el
grupo control tuvo una media de la masa de higado de 9.69 + 3.24 g. Este analisis indica que
probablemente estos 2 edulcorantes promuevan el riesgo de obesidad y exista el riesgo de que se
favorezca la esteatosis hepatica (Olguin-B. et al., 2015). Lo anterior debera ser confirmado en
posteriores estudios histoldgicos que permitan la tincion de las vesiculas de grasa presentes en el

tejido hepatico (Martinez et al., 2010).
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Tabla 4.7. Pruebas de rangos multiples para la masa de los higados por edulcorante

Grupo de edulcorante Masa de higado (g) |Grupos homogéneos
Sucralosa 9.20+241 A
Control 9.69 £3.24 A
Acesulfame 9.70 £3.00 A
Aspartame:Acesulfame 9.79£2.90 A
Glucosa 9.98 +2.82 AB
Sacarina 10.35+3.48 AB
Sacarosa 10.99 + 3.64 BC
Fructosa 1158 +3.22 c

En cuanto al factor sexo se encontré una diferencia significativa (Tabla 4.8) debido a que los
machos fueron mas grandes que las hembras y, por ende, la masa del higado de los machos fue
mayor (12.913 g) que la masa de los higados de las hembras (7.414 g).

Tabla 4.8. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado por sexo

Sexo Masa de higado (g) [Grupos homogéneos
Hembra 7.4+0.178 A
Macho 12.9+0.181 B

Al realizar el andlisis de varianza de una via para los datos de las ratas macho, el factor
edulcorante fue significativo como se observa en la Tabla 4.9, ya que el valor-P fue menor a 0.05.
En la Tabla 4.10, los grupos que presentaron una diferencia significativa con respecto del grupo
control fueron los grupos que bebieron fructosa, sucralosa y acesulfame. Estos grupos
presentaron una masa de higado mayor al del grupo control. Este resultado era el esperado en
fructosa pero no asi para sucralosa y acesulfame. No obstante, se debe tener en consideracion que
en este analisis no se relaciono si el higado fue proporcional al tamafio del espécimen, solamente
se realiz6 una comparacion entre la masa absoluta de los higados de las ratas macho y no la

relacién masa de higado/masa de manera individual.

Tabla 4.9. Analisis de varianza, ANDEVA, para la masa de los higados de las ratas macho
por grupo de edulcorante

Suma de Grados de .
Fuente ] Cuadrado medio Razén-F Valor-P
cuadrados libertad
Entre grupos 41.41 7 5.91 3.45 0.0076
Intra grupos 53.21 31 1.72
Total (Corr.) 94.61 38
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Tabla 4.10. Pruebas de rangos multiples para las masas de higados de las ratas macho por
grupo de edulcorante

Grupo de edulcorante Masa de higado (g) Grupos
homogéneos
Glucosa 11.20 +1.455 A
Sacarosa 12.40 £1.345 AB
Control 12.46 £ 1.821 AB
Aspartame:Acesulfame 12.49 £ 0.234 AB
Sacarina 1252 +1.111 AB
Fructosa 13.50 + 1.054 BC
Sucralosa 14.19 + 1.640 BC
Acesulfame 14.52 £ 0.990 c

Al contrario de los machos, como se aprecia en la Tabla 4.11, para el grupo de las hembras no
hubo diferencias intergrupales estadisticamente significativa en la media de la masa del higado,

ya que el valor-P de la razon-F fue mayor a 0.05.

Tabla 4.11. Anélisis de varianza, ANDEVA, para la masa de higados de ratas hembra por
rupo de edulcorante

Grados de . .
Fuente Suma de cuadrados | Cuadrado medio Razdén-F Valor-P
libertad
Entre grupos 11.12 7 1.58 1.87 0.1071
Intra grupos 27.12 32 0.847
Total (Corr.) 38.24 39

Si bien no se presentd una diferencia significativa entre grupos de edulcorantes, en la Tabla 4.12
se aprecia que los grupos que tuvieron la mayor masa de higado fueron los grupos gque bebieron
sacarosa (7.78+1.19 g) y fructosa (8.64+0.83 g).

Lo anterior concuerda con el hecho de que el consumo excesivo de glacidos simples conlleva a
que se favorezca la lipogénesis de novo acumulandose los triglicéridos en el higado y el tejido

adiposo.

Por ello, se debe tomar en consideracion ya que parte del excedente de los triglicéridos podria

estar en el tejido adiposo y no necesariamente en el tejido hepatico.
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Tabla 4.12. Resumen estadistico para la masa de higado de ratas hembra por grupo de

edulcorante

Grupo de edulcorante Masa de higado (g) Coeficient((eo/c(i);: variacion Minimo | Méaximo
Control 6.92 +1.03 14.85 5.87 8.16
Acesulfame 7.01+ 0.588 8.39 6.31 7.83
Aspartame:Acesulfame 7.11+0.708 9.96 6.21 7.79
Sacarina 7.20£1.15 15.97 521 8.07
Sucralosa 7.21 £0.991 13.74 5.87 8.47
Glucosa 7.44 £0.676 9.09 6.50 8.16
Sacarosa 7.78+1.19 15.34 6.11 9.15
Fructosa 8.64 £0.828 9.58 7.68 9.76

4.3. Analisis de la proporcion entre las masas de los higados con

corporal

SU masa

Debido a que el patrén de la masa de higado fue distinto entre grupo de edulcorantes se analiz6 la

relacién de la masa de higado con respecto de la masa corporal de cada espécimen. La finalidad

fue correlacionar el tamafio del espécimen con su higado y asi disminuir el sesgo que ocurre al

comparar solamente los valores absolutos de la masa del higado. Al realizar el analisis de

varianza (Tabla 4.13), los dos valores de P fueron menores a a=0.05 con un 95.0% de confianza

lo cual indic6 que, tanto el factor edulcorante como el factor sexo, tuvieron un efecto

significativo sobre la relacion masa higado/masa corporal.

Tabla 4.13. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa de los higados en proporcion con su
masa corporal a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

Fuente Suma de cuadrados ﬁ?ggftzge Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Sexo 0.000154 1 0.000154 30.98 0.0000
B: Edulcorante 0.000237 7 0.0000339 6.83 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.0000749 7 0.0000107 2.15 0.0510
RESIDUOS 0.000303 61 0.00000496

(coTR%TEéll_DO) 0.000743 76
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El andlisis de varianza de la proporcion de la masa de los higados con respecto de la masa
corporal indico que las ratas hembra presentaron una proporcion mayor entre la masa del higado
y su masa corporal que las ratas macho (Tabla 4.14). De acuerdo con Bernal-Reyes (2012), el

sexo femenino es mas propenso a la esteatosis hepatica (higado graso no alcoholico).

Tabla 4.14. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado en proporcién con su masa

corporal por sexo
Sexo Higado/Masa corporal (%) [Grupos homogéneos

Macho 2.72 £ 0.0357 A
Hembra 3.01 £0.0363 B

La proporcién de la masa de los higados con la masa corporal de las ratas entre los grupos de
edulcorantes (Tabla 4.15) indica que los edulcorantes nutritivos sacarosa y fructosa fueron los
que presentaron la proporcion masa de higado/masa corporal mas alta. Estos grupos fueron
significativamente diferentes con respecto del grupo control. Ambos edulcorantes fueron
promotores de la ruta metabdlica de la lipogénesis y la posterior esteatosis hepatica (higado graso
no alcohdlico). Lo anterior concuerda con lo reportado por Kumamoto et al. (2013), quienes
reportaron que ratas macho adultas con una dieta alta en fructosa presentaban una mayor relacion
de la masa del higado/masa corporal. Ellos encontraron una relacion, expresada en el porcentaje,
del 3.0%. En la presente investigacion el grupo de fructosa tuvo una relacion de masa del
higado/masa corporal de 3.2+0.07%, por lo que este valor resulté un valor muy similar al

reportado por Kumamoto et al. (2013).

Tabla 4.15. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado en proporcion con la masa
corporal por edulcorante

Grupo de edulcorante | Higado/Masa corporal (%) | SigmaLS |Grupos homogéneos
Sucralosa 2.63 £0.282 0.0747592 |A
Control 2.72 £0.293 0.0704836 |A
Glucosa 2.80+£0.169 0.0704836 |A
Sacarina 2.81+0.230 0.0704836 |A
Aspartame:Acesulfame 2.82+0.172 0.0747592 |A
Acesulfame 2.85 +0.2542 0.0704836 |A
Sacarosa 3.06 £0.231 0.0704836
Fructosa 3.23+£0.474 0.0747592
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Al realizar el analisis de varianza de la relacion de la masa de higado/masa corporal de las ratas
hembra (Tabla 4.16) se obtuvo un valor P menor con un a=0.05, por lo tanto, hubo una diferencia
significativa entre la proporcion del higado respecto con su masa corporal entre los grupos de

edulcorantes del mismo sexo.

Tabla 4.16. Anélisis de varianza, ANDEVA, para la masa de higado en proporcion con la
masa corporal de ratas hembra por grupo de edulcorante

Grados de
Fuente Suma de cuadrados | Cuadrado medio Razon-F Valor-P
libertad
Entre grupos 0.000222 7 0.0000318 6.60 0.0001
Intra grupos 0.000144 30 0.00000481
Total (Corr.) 0.000367 37

Por lo anterior, se realizd la prueba de rangos mdltiples para corroborar entre qué grupos
hubieron diferencias significativas (Tabla 4.17), siendo posible apreciar que el grupo que ingirié
fructosa fue significativamente mayor a todos los demas grupos y el grupo que ingiri6 sacarosa
solamente fue significativamente diferente al grupo de sucralosa y al control.

A consecuencia de la ingesta alimenticia, los animales utilizan los carbohidratos preferentemente
para la formacion de ATP. Cuando la ingesta de carbohidratos es excesiva, la via de la
lipogénesis de novo permite su conversion en &acidos grasos que, a su vez, pueden ser
esterificados a triglicéridos en el higado. En el higado graso no alcohdlico el aumento de la
glucemia y la hiperinsulinemia derivadas de la resistencia a insulina favorecen, de forma
sinérgica, la conversion de glicidos en &cidos grasos aumentando la expresion de las enzimas
glucoliticas y lipogénicas mediante la activacion de los factores de transcripcion, SREBP-1c,
ChREBP y receptor X hepatico (LXR) los cuales inducen la expresion de los genes lipogénicos y
glucoliticos que intervienen en la lipogénesis de novo, cuya sobreexpresion incrementa la

infiltracion grasa en el higado (Lopez-Oliva y Mufioz-Martinez, 2014).

La glucosa al ser transportada a tejidos y érganos insulinodependientes y no insulinodependientes
mediante GLUT-1, 2 y 4, ingresa a la via glucolitica hasta la obtencion de piruvato y la
produccion de ATP a través del ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones. La
regulacion de la via glucolitica estd mediada por las concentraciones de citrato y ATP que inhiben
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la actividad de enzimas como la fosfofructocinasa. Por el contrario, la fructosa no cuenta con
puntos de regulacién, es metabolizada en el higado e ingresa a las células por los transportadores
GLUT-2, 8 y 9. Si se requiere energia, la dihidroxiacetona fosfato (DHA-P) y el gliceraldehido
pueden acoplarse a la via glucolitica para la produccién de ATP. En caso de no existir demanda
energética, las triosas contintan la via metabolica hacia la sintesis de &cidos grasos por lo que
favorece aun més la acumulacion de &cidos grasos en higado (Loza-Medrano et al., 2019).

Tabla 4.17. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado en proporcion con la masa
corporal de ratas hembra por grupo de edulcorante

Grupo de edulcorante Higado/masa Grupos
corporal (%) homogéneos
Sucralosa 2.78 £0.0152
Control 2.79 £0.0355
Sacarina 2.89+0.0262 |AB
Glucosa 291+0.0131 |AB
Aspartame:Acesulfame | 2.95+0.0148 (AB
Acesulfame 2.98+0.0256 |AB
Sacarosa 3.13+£0.0172 B
Fructosa 3.63+0.0136 c

Al contrario de lo sucedido con las ratas hembra, para las ratas macho, el analisis de varianza
(Tabla 4.18) indico que no hubieron diferencias estadisticamente significativas intergrupales
(P>0.05). Esto indica que, de los grupos de edulcorantes manejado, ninguno provocé un
incremento significativo de la relacion masa de higado/masa corporal. Lo anterior puede deberse
a que no se incrementd de manera significativa la actividad lipogénica en el higado o esta no tuvo
la influencia suficiente sobre la masa del higado. Adicionalmente se debe recordar que los
excesos energéticos pueden acumularse también en forma de tejido adiposo. Ademas, debera ser
necesario realizar tinciones histologicas ya que la masa del higado podria ser la normal, pero
podrian presentarse una mayor cantidad de vacuolas de grasa en el mismo. Lo anterior solamente
se puede corroborar mediante tinciones histologicas. Donnelly et al. (2005) pudieron evaluar
directamente lipogénesis de novo en individuos obesos e individuos con obesidad morbida que se
someten a una biopsia hepética programada. En estos individuos, mas de un cuarto del palmitato

presente en el higado se debe a la lipogéenesis de novo.
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Tabla 4.18. Analisis de varianza, ANDEVA, para la masa de higado en proporcion con la
masa corporal de ratas macho por grupo de edulcorante

Grados de
Fuente Suma de cuadrados| Cuadrado medio Razdén-F Valor-P
libertad
Entre grupos 0.0000741 7 0.0000106 2.07 0.0774
Intra grupos 0.000158 31 0.00000512
Total (Corr.) 0.000233 38

4.4. Andlisis de la enzima acido graso sintasa (FAS) en el extracto crudo del

tejido hepatico

El analisis de la actividad enzimatica de la acido graso sintasa (FAS) se realizo en el tejido
hepatico de 100 ratas (40 hembas+40 machos+20 basales) con el objetivo de observar la
existencia de un efecto significativo tras el consumo de edulcorantes durante los 170 dias de
experimentacion. Antes de realizar la eutanasia humanitaria las ratas tuvieron un ayuno de 8
horas para, una vez realizada la eutanasia, fueran extraidos los higados por personal especializado
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia y almacenados a -20°C. Cada una de las
muestras de tejido hepético fue sometido a un proceso de extraccion de proteinas generandose un
extracto crudo hepatico. La actividad enzimatica fue determinada en cada uno de los extractos

hepaticos crudos para todos los especimenes.

Al realizar la prueba “t” de student se compararon las medias entre el grupo control y el grupo
basal con el objetivo de evaluar si el tiempo transcurrido (170 dias) influia en la actividad
especifica de la FAS. Dado que el valor-P calculado para las hembras y para los machos fue
mayor que a=0.05, no hubieron diferencias significativas en la actividad especifica de la FAS
atribuibles al tiempo.

A continuacion, se muestra un ejemplo de calculo para la determinacion de la actividad especifica
(mU/mg) de la sintasa de &cidos grasos (FAS) para la rata hembra nimero 6 que consumié agua
potable. En la Figura 4.1 se muestra la curva de avance de reaccién para la muestra de la rata
hembra nimero 6 del grupo control. En el panel 1 se observa la curva de avance de reaccion en
presencia de malonil-CoA y acetil-CoA. En contraste, en el panel 2 se aprecia la curva de avance

de reaccion en ausencia de la malonil-CoA. Como era de esperarse, en ambos casos conforme
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avanzaba el tiempo, disminuy0 la absorbancia a 340nm. Esto indica que el NADPH estaba siendo
consumido y transformado en NADP*. Asimismo, se aprecia que la pendiente de la curva de
avance de reaccion en ausencia de malonil-CoA fue menor a la pendiente cuando esta presente,

tal y como era esperado, ya que la segunda curva es la correccion de la oxidacion intrinseca del
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Figura 4.1. (1) Cinética de la actividad enzimatica de la &cido graso sintasa de la rata hembra 6 del grupo control.
(2) Correccidn de la oxidacion de NADPH en la cinética en ausencia de la malonil CoA de la rata hembra 6 del grupo

control
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Figura 4.2. (A)Primera pendiente de la cinética de la actividad enzimatica de la acido graso sintasa de la rata hembra
6 del grupo control. (B) Primera pendiente de la correccion de la oxidacion de NADPH en la cinética en ausencia de
malonil-CoA

De la Figura 4.2 (A) la primera pendiente (velocidad inicial) fue de 0.3062; de la Figura 4.2 (B)

la primera pendiente fue 0.2791 y con estos valores se aplicaron a la siguiente formula:

U 03082 —[0.2791=05=9 I
= =0.980 SmL

mL 522+ 0.02

Uu
v o980l

mg 124479/

= 00078 U/pg

U 00078 U/ 1000 = 7.8 mU
mg fmg = T.8mU/myg
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En la Tabla 4.19 se observan los resultados del andlisis de varianza. Se aprecia que si hubieron
diferencias significativas intergrupales en las ratas macho, pues el valor P fue menor a 0.05. En la
Tabla 4.20 se muestran los niveles de actividad de la sintasa de acidos grasos (FAS) de las
muestras de las ratas macho por clasificacion de grupos homogéneos como resultado de la prueba
de intervalos multiples por el método de Duncan. Se ve que los grupos que bebieron sacarosa
(67.3+x27.3mU/mg), sacarina (54.4+22.1 mU/mg) y glucosa (46.6+21.1 mU/mg) tuvieron una

diferencia significativa de méas del doble de la actividad especifica con respecto del grupo control
(7.4£4.5 mU/mg).

Tabla 4.19. ANDEVA de una via para los niveles de actividad enzimatica (mU/mg)
especifica de la FAS de los extractos hepéticos de las ratas macho

Grados de | Cuadrado
Fuente Suma de cuadrados . . Razén-F Valor-P
libertad medio
Entre grupos 19272.0 7 2753.15 2.87 0.0191
Intra grupos 30656.5 32 958.016
Total (Corr.) 49928.5 39

Tabla 4.20. Media por grupo de la actividad especifica (mU/mg) de la sintasa de acidos
grasos (FAS) para las ratas macho a los 160 dias

Grupo de edulcorante | Actividad especifica (mU/mg + DE) | Grupos homogéneos
Aspartame:Acesulfame 53+£3.2
Control 74+45
Acesulfame 9.6+6.6 A
Fructosa 224+8.38 AB
Sucralosa 30.5+18.8 ABC
Glucosa 46.6 £21.1 BC
Sacarina 54.4+221 BC
Sacarosa 67.3+27.3 C

Nota: Los grupos que no comparten la misma letra difieren estadisticamente, método de Duncan al 95% de confianza

Koteish y Diehl. (2001) sugirieron que la fructosa, no la glucosa, es la causa principal de los
cambios hepaticos después de la ingestion cronica de una dieta alta en sacarosa. Las dietas
enriquecidas con una cantidad comparable de glucosa, en lugar de sacarosa o fructosa, no
producen ninguna anomalia hepatica. Este hallazgo puede atribuirse principalmente a las
propiedades metabolicas unicas de la fructosa, es decir, su rapida absorcion por el higado y su

entrada en la via de la glucdlisis después de pasar por alto la etapa reguladora de la
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fosfofructoquinasa. Las ratas Wistar macho, cuando se les administr6 un 10% de fructosa en el
agua potable durante 48 horas, la acido graso sintasa se indujo junto con la sintesis de &cidos
grasos de novo, por lo que la esterificacion de los acidos grasos de novo aumentaron
significativamente. Sin embargo, la diferencia no resulto significativa desde el punto de vista
estadistico, pues el grupo que bebio fructosa tuvo niveles de actividad de 22.4 + 8.8 mU/mg con
respecto del grupo control, el cual presento niveles de 7.4 £ 4.5 mU/mg, aunque se observa que
su actividad especifica fue poco mas del doble. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que existio
una gran variabilidad intragrupos. Esta se puede atribuir a la variabilidad intrinseca entre los
organismos y al hecho que varios especimenes del grupo fueron alojados en una misma jaula. Lo
anterior propicio el desarrollo de peleas y que, en algunos dias, algunos especimenes ingirieran
mas alimento y bebidas que otros. Todo lo anterior contribuyd a que el valor de la desviacion
estandar fuera muy elevado vy, por lo tanto, a pesar de que el valor del grupo fructosa resulto del
doble que el del grupo control, el andlisis estadistico indicd que no fueron significativos. La
sintasa de acidos grasos depende en gran medida de la cantidad de energia ingerida. Por tanto,
estas peleas que contribuyeron a una probable desigual ingesta de alimento y bebida aumentaron

la variabilidad intragrupos.

En cuanto a la actividad especifica de la sacarina, ésta puede deberse a que la respuesta natural a
la presencia de sabor dulce era la de esperar un aporte energético. Esta respuesta o estimulacién
causada por los edulcorantes no nutritivos prepara al tracto digestivo para recibir la carga de
nutrientes y, al no estar presente la energia esperada, el organismo sufre una descompensacion
energética, misma que debe ser remediada con un incremento en el apetito. Los resultados de
Vega-Jiménez (2019) indicaron una tendencia de alimento ingerido mayor en ratas macho del
grupo sacarina (3,624.8 + 89.4 g) contra el grupo control (3,553.7£160.3 g). Esta tendencia
también se observo en la cantidad de bebida ingerida. De acuerdo con Vega-Jiménez (2019) en el
grupo de sacarina se ingirieron 6,822. £ 1,194.6 mL, un volumen mayor en comparacion con el
grupo control que solamente bebid 5,430 + 739.3 mL. Lo anterior fue confirmado por Swithers et
al. (2010) quienes afirmaron que el uso continuo de edulcorantes artificiales puede alterar la
respuesta provocando una disminucién del efecto termogénico de los alimentos, lo cual provoca
una compensacion caldrica en la que el organismo detecta una ingesta menor de calorias y opta

por almacenar las calorias de comidas subsecuentes produciendo una ganancia de masa.
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Para las ratas hembra, dado que el valor-P de la razon-F fue menor que 0.05 (Tabla 4.21),
existieron diferencias estadisticamente significativas entre la actividad de la FAS en los extractos

hepaticos de un edulcorante y otro.

Tabla 4.21. ANDEVA de una via para los niveles de actividad enzimatica (mU/mg)
especifica de la FAS de los extractos hepaticos de las ratas hembra

Grados de | Cuadrado
Fuente Suma de cuadrados ] ) Razén-F Valor-P
libertad medio
Entre grupos 19870.8 7 2838.69 2.80 0.0218
Intra grupos 32492.6 32 1015.39
Total (Corr.) 52363.4 39

La prueba de rangos mudltiples indicé una actividad mayor en los grupos que bebieron
edulcorantes nutritivos: glucosa (80.5 £ 24.9), fructosa (57.3 + 20.4) y sacarosa (38.1 £ 12.1).
Estos grupos presentaron niveles de actividad enzimatica especifica del doble o méas de la

actividad obtenida por el grupo control (Tabla 4.22).

El consumo de fructosa induce una sobreexpresion de SREBP-1c y ChREBP, lo cual promueve la
expresion de enzimas lipogénicas (FAS, ACC, ELOVL6, GPAT, DGAT). En la sintesis de acidos
grasos se produce acido palmitico que mediante reacciones de insaturacion y elongacién forma
triglicéridos. Ante la ausencia de una demanda energética y el exceso de fructosa, el piruvato
proveniente de la glicolisis es convertido a acetil-CoA, sin entrar al ciclo de Krebs. El citrato
intermediario del ciclo de Krebs es transportado al citoplasma, en donde, por accién de la
adenosina trifosfato citrato liasa, es transformado en acetil-CoA. La acetil-CoA es sustrato de la
ACC generandose malonil-CoA. Esta molécula es utilizada por el complejo multienziméatico FAS,
extendiendo la cadena de acilos al adicionar dos carbonos por ciclo hasta la formacion del &cido
palmitico (16 carbonos). El acido palmitico es el principal producto de la sintesis de novo y el
acido graso mas utilizado para la sintesis de triacilglicéridos (Loza-Medrano et al., 2019; Moore
etal., 2014).

La diferencia metabdlica entre la glucosa y la fructosa se atribuye principalmente al punto de

control presente en el catabolismo de la glucosa, este punto de control estd ausente en el

catabolismo de la fructosa, lo que favorece la acumulacién y utilizacion de triosas para la sintesis
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de &cidos grasos y glicerol, por lo que se hubiese esperado una mayor actividad enzimética en el
grupo de fructosa seguido por sacarosa y, por Gltimo, de glucosa. Los resultados observados
pudieran atribuirse a las peleas que contribuyeron a una probable desigual ingesta de alimento y
bebida y, por lo tanto, a un incremento en variabilidad intragrupos. Sin embargo, si se esperaba
una mayor actividad de FAS por parte del grupo y/o de los grupos que ingirieron glucidos
simples.

Durante la eutanasia los especimenes se encontraban en condiciones de ayuno lo que indica que
se estaba llevando a cabo la ruta de la lipélisis y no de la lipogénesis, por lo que se hubiera
esperado una actividad especifica menor o igual al grupo control (Schultz et al., 2015).

Tabla 4.22. Media por grupo de la actividad especifica (mU/mg) de la sintasa de acidos
grasos (FAS) para las ratas hembra a los 160 dias

Grupo de edulcorante | Actividad especifica (mU/mg £ DE) | Grupos homogéneos
Control 11.1+£3.9
Acesulfame 156+7.8
Aspartame:Acesulfame 17.1+6.0
Sacarina 25.0+10.8 AB
Sucralosa 29.1+10.8 AB
Sacarosa 38.1+12.1 B
Fructosa 57.3+20.4 BC
Glucosa 80.5+24.9 c

Nota: Grupos que no comparten la misma letra difieren estadisticamente, método de Duncan al 95% de confianza

Los efectos metabdlicos adversos de la alta la ingesta de fructosa se ha relacionado con su
provision de contar con un mayor sustrato para la lipogénesis de novo, la fructosa sola aumenta la

actividad de las enzimas lipogénicas, incluida la sintasa de acidos grasos (Moore et al., 2014).

Andreji¢ et al. (2013) advirtieron que los efectos postingestivos de la sacarina no se limitan
unicamente al pancreas exocrino, sino que también estan presentes en el higado, ya que la
sacarina es un factor etiolégico de hepatotoxicidad con una mayor actividad de las enzimas
hepéaticas. En su estudio con ratas Wistar el grupo de sacarina tuvo un nivel de aspartato
aminotransferasa (AST) significativamente mayor con respecto del control, sin diferencias en

cuanto al sexo de los animales. La aspartato aminotransferasa (AST o GOT) es una enzima que se
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libera con la destruccion de las células que contienen transaminasas, por lo que la elevacion de su
concentracion en sangre se traduce en una lesion de aquellos tejidos en los que se encuentran. La
AST se encuentra dentro de las células de diversos 6rganos y tejidos como el higado, el rifidn, el
musculo-esquelético y el cardiaco, el pancreas o el cerebro, aunque procedera casi siempre del
higado, indicando la destruccion de las células hepéaticas (Busto-Bea y Herrero-Quirds, 2015). El
pardmetro de AST sanguineo deberd evaluarse en futuras investigaciones ya que es un indicador

de dafio hepatico.

Finalmente, con base a estos resultados se demuestra que si hubo un impacto significativo sobre
los niveles de actividad de la sintasa de acidos grasos (FAS) atribuible al consumo de
edulcorantes. El incremento en la actividad de la FAS indica una mayor actividad de la ruta
metabolica de la lipogénesis, por lo que a continuacidn, en el capitulo 5 se dan las conclusiones y

recomendaciones de esta investigacion.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Partiendo del objetivo general de esta investigacion el cual era el “Evaluar el consumo cronico

(170 dias) de edulcorantes nutritivos y no nutritivos sobre los niveles de actividad de la enzima

acido graso sintasa (FAS) usando extractos de hepatocitos de ratas Wistar en condiciones de

ayuno previo a eutanasia y relacionarlo con la masa corporal y la masa del higado”, se puede

concluir lo siguiente:

*

El factor edulcorante fue significativo y contribuyé a la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la actividad especifica de la enzima &cido
graso sintasa (FAS) en condiciones de ayuno en las ratas hembra y macho a los 170 dias

de consumo crénico de edulcorantes.

En ratas macho, los edulcorantes nutritivos fructosa, sacarosa, asi como el edulcorante no
nutritivo sacarina, presentaron una mayor actividad especifica de la acido graso sintasa

con respecto del grupo control.

En ratas hembra, los edulcorantes nutritivos fructosa, sacarosa y glucosa, presentaron una

mayor actividad especifica de la acido graso sintasa con respecto del grupo control

La tendencia general observada fue que los edulcorantes nutritivos incrementaron los
niveles de la FAS en el higado, lo cual concuerda con lo reportado previamente en la
literatura. En cuanto los edulcorantes no nutritivos Unicamente la sacarina provocé
incrementos significativos en la actividad, aunque los mecanismos por los cuales la

sacarina provoco dicho incremento no estan aun elucidados; sin embargo, se ha reportado
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k

a través de diversos indicadores como los niveles de AST que la sacarina provoca dafios
hepaticos.

A los 170 dias del experimento no hubo una diferencia significativa en la presencia de la
acido graso sintasa en condiciones de ayuno entre los grupos control y el grupo basal. Es

decir, el tiempo no resultd ser un factor significativo.

La masa corporal a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes fue mayor en el grupo de las
ratas macho que en de las ratas hembra debido a la naturaleza de su sexo.

Los grupos de fructosa y sacarosa fueron los grupos de edulcorantes que presentaron una
masa mayor de higado con respecto del tamafio del espécimen, asi como una mayor

actividad especifica de FAS en ratas hembra.

5.2. Recomendaciones

k

*

Realizar tinciones histoldgicas del higado, asi como del tejido adiposo y otros 6rganos
blandos para relacionar la cantidad de vacuolas de grasa y/o dafio en las células con el
consumo de los edulcorantes. Un ejemplo se hizo con tejido pericardico (Martinez-
Tinajero et al., 2008) y hepatico (Martinez et al., 2010).

Continuar con estudios por sexo ya que en diversos parametros evaluados se encontraron

diferencias significativas atribuibles a este factor.

Evaluar el efecto de otras dietas con el consumo de edulcorantes, ya que en este
experimento se emplearon dietas balanceadas y actualmente la mayoria de la poblacién
que ingiere edulcorantes lo hace justo con dietas desbalanceadas ricas en grasas saturadas,
glucidos simples y una alta densidad energética. Lo anterior permitiria tener un

acercamiento a las tendencias reales de consumo en humanos.

-48 -



Evaluar el contenido de palmitato en el higado y determinar que se deba a la lipogénesis
de novo y correlacionarlo con la actividad enzimatica de la FAS.

Realizar un patron de citolisis para determinar los niveles de AST y relacionarlos con los
niveles enzimaticos y datos histologicos.

Separar a los animales modelo cuando lleguen a una edad donde los resultados del

experimento puedan sesgarse por las peleas (Mendoza-Pérez et al., 2019).
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ANEXOS

ANEXO A. Calculos de FAS para los grupos en estudio (valores de actividad especifica) y
tablas de valores para cada espéecimen

Cadigo

M2
M8
M55
M56
M57
H6
H22
H41
H57
H71

Codigo

M2

M8

M55

M56

M57

H6

H41

H57

HT1

Tabla A.1. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo control

Masa corporal (g) Higado (g)
503.00 14.30
447.90 12.60
490.90 14.07
417.70 9.99
471.00 11.38
251.70 6.39
274.40 7.88
238.20 6.30
241.80 8.16
232.90 5.87

Higado/masa corporal (%)

2.84
281
2.87
2.39
242
2.54
2.87
2.64
3.37
2.52

Actividad enziméatica
de la FAS (mU/mg)

Tabla A.2. Célculos FAS para cada rata del grupo control

UimL
[0.3346] —[0.3161] » 0.5+ 11 _ 081700
6.22 2 0.02 o /me
[0.3043| —0.2832| 0.5+ 4 033020
6.22 = 0.02 o Imi.
|0.795| — |0.7466| * 0.5 * 13
=252890
6.22 » 0.02 /mL
[0.5056] — |0.4945] = 0.5« 4 01784V
6.22 +0.02 o JmL
[0.3352| —0.3069| 0.5+ 9 -
6.22 2 0.02 o /mL
[0.3062| —0.2791] = 0.5+9 0.9803U
6.22 = 0.02 o /mi.
[0.41] —]0.325| * 0.5+ 8
=27331U
6.22 + 0.02 /mL
[0.3541] —]0.3329] » 0.5+ 11 09372V
6.22 +0.02 o /mL
[0.5396] —|0.5026] = 0.5+9 133840
6.22 2 0.02 o /mL
[0.3377] —]0.3224] » 0.5+ 13 _ 07994 U
6.22 % 0.02 o /me

Nota: Codigo M es rata macho y cédigo H es rata hembra

Uimg

u
08179%/ 1

145769/
03392U/
57.76 "9/,
252800/
178.42™9/
017840/
63539/,

u
102375/ nr

11893™9/
09803/ .
12441™9/ .
273310/
105.94™9/
09372U/

148649/ .

1.3384Y/

121239/

07904 Y/ .

176.11™9/ .
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=0.0056 U/img
= 00058 U/
= 00141 Ufppg
=00028 U/
=0.0086 U/pg
=0.0078 U/pg
= 00257 Ufpg
=0.0063 Ufpg
=0.01103 U/pg

=0.0045 U/pg

5.61

5.87

14.17

2.80

8.6

7.87

25.79

6.30

11.04

4.54

Actividad
mUimg enzimdtica de la
FAS (mUimg)

0.0056 U/mgq = 1000 561
0.0058 U/pmgq « 1000 587
0.0141 U/p, 0 1000 14.17
0.0028 U/ppg = 1000 2.80
0.0086 U/mg = 1000 8.6
0.0078 U/pmgq « 1000 7.87
0.0257 Ufp 0 = 1000 25.79
0.0063 U/ppmg = 1000 630
0.01103 Y/py 4 = 1000 11.04
0.0045 U/pmgq = 1000 454



Tabla A.3. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo sacarina

Caodigo Masa corporal (g) Higado (g) Higado/masa corporal (%) Actividad enzimatica
de la FAS (mU/mg)
M18 481.20 1341 2.79 50.01
M30 498.80 12.34 247 55.55
M51 515.30 15.15 2.94 124.03
M60 519.80 13.68 2.63 21.08
M80 461.60 12.92 2.80 22.24
H11 282.30 7.56 2.68 22.24
H33 243.90 8.07 3.31 33.83
H29 253.00 7.32 2.89 22.75
H45 195.60 5.21 2.66 31.04
H72 266.50 7.86 2.95 17.00
Tabla A.4. Célculos FAS para cada rata del grupo sacarina
Actividad
Cddigo U/mL Uing mlvmg engimdtica de la
FAS (mU/mg)
u
[0.9187| — |0.7564] * 0.5 = 11 69147°/ 1 u v
M18 = U — "% = 0,0500 0.0500 1000 50.01
6.22+002 69147 /L 13826 "0t /mg fma”
U
[0.627| — |0.447| * 0.5+ 9 651125/ 1 v U
M30 - u —M% 0555 0.0555 1000 55.55
6.22 = 0.02 65125 iy 11719™9/ . /mg /mg*
u
[1.0714] — [0.664] * 0.5+ 5 80235/ v U
M51 = U ——M= = 01240 0.1240 1000 124.03
6.22 + 0.02 802357/ 6468™9/ /mg fmg *
u
[0.3346] — [0.3161] * 0.5 = 11 0.84025%/,; U u
M60 = U ————-"% = 0,0057 0.0057 1000 21.08
6.22+ 002 084025/l Ti57e mgy /mg fmg*
U
|0.1272| — |0.0586| 0.5 + 7 19300%/,; v v
M30 = U ——— = 0.0222 0.0222 1000 2224
6.22 # 0.02 193005/ g 122969/ Ima fma”
u
[0.1833] — |0.1108] * 0.5 = 10 3.0888 /1 U U
HI11 = u — oMM = 00222 0.0222 1000 2224
6.22 + 0.02 3.0888 "/ 138839/ /mg fmg*
ym
[0.6174| — [0.5071| = 0.5 %9 3.9456°/ 1 v v
H33 - U ————=1" — 0.0057 0.0338 1000 33 83
622+ 0.02 394565 mL Tisen "0 L /mg fma’
u
|0.2431| —]0.1689| + 0.5 = 10 2.9226° /1 U U
H29 = U — M = 00227 0.0227 1000 2275
6.22+002 29226 /m  eae m /mg fmg*
u
|0.4442| — |0.3433] = 0.5 %9 3.8526 Y/ | U v
H45 = U — - = 0.0310 0.0310 1000 31.04
6.22 + 0,02 385267 mL Taa1a "L mg fma”
u
[0.5731] — |0.5176] * 0.5 %9 198539/ 1 v U
HT2 = U ———M 00170 0.0170 1000 17.00
6.22 + 0.02 19853 0/ 11662™9/ /mg fmg*

Nota: Codigo M es rata macho y cadigo H es rata hembra
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Tabla A.5. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo acesulfame de potasio

Cadigo
M1
M25
M45
M58
M76
H9
H17
H19
H48
H80

Codigo
M1
M25
M45
M58

M76

H17
H19
H48

HSB0

Nota: Codigo M es rata macho y cédigo H es rata hembra

Masa corporal (g) Higado (g) Higado/masa corporal (%) Actividad enzimética
de la FAS (mU/mg)
442.20 11.16 2.52 8.65
511.40 13.76 2.69 8.62
433.50 1211 2.79 18.91
460.70 13.86 3.01 6.68
430.00 11.12 2.59 2.99
236.30 7.36 3.11 2.45
268.50 7.83 2.92 1241
228.90 6.81 2.98 47.9
204.30 6.76 3.31 6.87
241.20 6.31 2.62 7.36
Tabla A.6. Calculos FAS para cada rata del grupo acesulfame de potasio
Aetividad
U/mL Uimg mU/mg enzimdtica de la
FAS (mU/ing)
U
[0.0386| — [0.0104] = 0.5 + 8 v 09520°/ ;1 0.0086 U v
= e = 0. 0.0086 1000 8.65
6.22 + 0.02 09520 %/ 109.98™9/ /mg /mg *
U
|0.7887| — |0.7602| = 0.5 % 9 v rose2V/ v U
- — ™~ —0.0086 0.0086 +1000 8.62
6.22+ 0.02 108825/ . 1261479 mo fma
U
[0.3297| — [0.2684] * 0.5 = 19 v 460735/, 00180 U U
= =0, 0.0189 1000 1891
6.22+0.02 46073 " iy 243.63™M9/ fmg /mg *
U
|0.3297| — |0.3079] * 0.5 = 10 v 092007/, U U
- e = 0.0066 0.0066 1000 6.68
622+ 002 09200 L 13768™9) /mg /mg *
y
[0.0936| — [0.0839] = 0.5 + 9 v 035475/, 0.0029 U U
= e =, 0.0029 1000 299
6.22 = 0.02 03547 %/t 11864™9/ /mg /mg *
U
|0.2898| — |0.2818] + 0.5 = 12 u 039225/, U U
= — ™M _0.0024 0.0024 1000 245
537003 039227/ . 1596179/ /mg fmg *
g /m
[0.981] — |0.9405] x 0.5 =9 v 146507/ 00124 U "
= e =0, 0.0124 +1000 12.41
6.22 + 0.02 146507/ my 118069/, mg fma
U
[0.4217] — 0.266] # 0.5 = 8 U 5.2567 Y/ U U
- — M —0.0479 0.0479 1000 479
6.22 % 0.02 52567 %/l 100.60™9/ /mg /mg *
U
[0.8636] — |0.8413| = 0.5+ 7 U 062745/ 0.0068 U U
= ———— e = 0. 0.0068 1000 6.87
6.22 + 0.02 062747/ i1 5123 mg; /mg /mg*
U
[0.9932] — [0.9692] = 0.5 * 9 v 08585/, v v
£33 0.02 =o08585Y/ =00073 Y/pg  0.0073 Y/ppg + 1000 736

11662™9/ .
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Codigo
M23
M44
M68
M35
M39
H16
H30
H44
H56
H79

Cddigo
M23
M44
M68
M35
M39

Hl6

H44
H56

H79

Tabla A.7. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo sucralosa

Masa corporal (g)

489.80
496.20
400.00
459.90
417.20
270.30
229.20
250.40
228.20
263.10

Higado (g)

12.48
10.18
10.73
12.97
9.64
7.65
5.87
8.47
6.65
7.40

Higado/masa corporal (%)

2.55
2.05
2.68
2.82
231
2.83
2.56
3.38
291
2.81

Actividad enzimatica
de la FAS (mU/mg)
14.63

35.32
46.20
3241
23.56
28.65
4457
30.76
2461
16.20

Tabla A.8. Céalculos FAS para cada rata del grupo sucralosa

U/mL

|0.8261| — [0.7787| * 0.5+ 5
6.22 = 0.02

[0.4539| — |0.3396] = 0.5+ 9
6.22 % 0.02

[0.5692| — |0.4192] = 0.5 + 6
6.22 % 0.02

|0.3346| — [0.3161| 0.5+ 8
6.22 % 0.02

[0.7613] — |0.6846| * 0.5 = 10

6.22 % 0.02
|0.1564| —|0.0848| * 0.5 = 12

6.22 * 0.02

|0.8091| — |0.664| * 0.5 = 9
6.22 % 0.02

|0.6467| — [0.5471] = 0.5 * 2
6.22 + 0.02

|0.3037| — [0.215| = 0.5 * 10
6.22 + 0.02

[1.372 — |1.3196] * 0.5 * 11
6.22 = 0.02

=10478Y/
=40887U/,
=39188Y/
=33308Y/
=3.23600/

=34821Y/

=53654Y/

— U
=08006Y/
— U

=37433Y/

=23377Uf

Nota: Codigo M es rata macho y cadigo H es rata hembra

Usmg

m= 00146 U/mg
% =0.0353 U/pg
% =0.0324 U/ppg
%: 0.0235 U/ppg
% =0.0286 U/pyg
% = 00445 Uy
%_ 00307 U/mg
%”%‘1 =0.0246 U/pyg
23377 Vs e U/mg

14432™9/
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mUimg
0.0146 U/p g+ 1000
0.0353 U/py g+ 1000
0.0462 U/pp g + 1000
0.0324 U/;, 5+ 1000
0.0235 U/, 5+ 1000
0.0286 U/ g+ 1000
0.0445 U/, 0+ 1000
0.0307 U/py g + 1000
0.0246 U/p 4+ 1000

0.0162 U/py g+ 1000

Actividad
enzimdtica de la
FAS (mU/mg)
14.63
3532
46.20
324

23.56

28.65

30.76

2461

16.20



Cadigo
M27
M43
M64
M71
M67

H5
H24
H36
H58
H78

Codigo
M27
M48
Mo64
M71
M67

H5

H38

H78

Tabla A.9. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo glucosa

Masa corporal (g) Higado (g)
509.90 13.77 2.70
435.80 11.33 2.60
461.90 13.54 2.93
429.10 11.57 2.70
479.10 12.39 2.59
260.80 7.77 2.98
274.70 8.16 2.97
253.30 7.77 3.07
234.70 6.50 2.77
251.00 6.98 2.78

Higado/masa corporal (%)

Actividad enzimatica
de la FAS (mU/mg)

Tabla A.10. Calculos FAS para cada rata del grupo glucosa

U/mL
[0.49] — |0.0426] = 0.5+6 U
6.22 * 0.02 = 1042977/
[0.1002| — [0.003] = 0.5 11
=42583U
6.22 = 0.02 /mi

|0.5503| — |0.5148| = 0.5 + 7
6.22 % 0.02

=10701Y/

[0.3583| — |0.2149] # 0.5 « 7
6.22 = 0.02

=39193U/

|0.2423| — |0.1996| * 0.5 = 12

=2.0594U
6.22 = 0.02 /m

|0.8561| — |0.6514| * 0.5 * 9
6.22 = 0.02

=7.0756U/ .

|0.445| — 0.2665] = 0.5 + 11
6.22 = 0.02

=76766Y/

[0.579] — |0.0657| = 0.5 + 6
6.22 + 0.02

=11759%6 Y/

|0.7888| — |0.4711| * 0.5 % 9

=11.2369U
6.22 * 0.02 /mL

[0.112] —|0.01| 05 6
6.22 = 0.02

=25418Y/

Nota: Codigo M es rata macho y cadigo H es rata hembra

Uimg
10.4297Y/

mL _ U
— T = 0.1363
7652™9/ /mg
4.2583U/

mlL _ u
—————=1"% = 0.0300
141.72™8/ /mg

1.0701U/

mlL _ U
——— M = 00108
98.44™9/ /mg

U
3.9197311 /mL = 0.044 U/mg
8s92™d/ .
2.0594U/

mL _ U
% = 0,0123
1674™9/ /mg
7.0756 U/

mlL U
———"% — 0.0628
11258™M9/ /mg

u
77'6766”1 /mL__ 055 U/mg
139.41™9/
11.7596 U/

mL _ U
e T = 0,1578
74499/ /mg
11.2369 U/

mlL _ 144
————= T — 0,0973
115.46™9/ . /mg
254180/

— M = 00312 U
g142™9/ . /mg
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136.3
30.04
10.87
44.07
12.30
62.84
55.06
157.85
97.32
31.22
Actividad
mUimg engimdtica de la
FAS (mUsmg)
0.1363 U/pg * 1000 136.3
0.0300 Ufppg * 1000 30.04
0.0108 U/ 5 1000 10.87
0.044 U/, 0 » 1000 44.07
0.0123 Ufppg + 1000 12.30
0.0628 U/ 4 + 1000 6284
0.055 U/, 5+ 1000 55.06
0.1578 Ufpg + 1000 157.85
0.0973 U/pmq + 1000 97.32
0.0312 U/, 0+ 1000 3122



Tabla A.11. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo fructosa

Cadigo Masa corporal (g) Higado (g) Higado/masa corporal (%) Actividad enzimética
de la FAS (mU/mg)
M13 531.30 15.61 2.94 22.63
M17 563.50 1351 2.40 43.36
M28 488.00 15.36 3.15 8.87
M38 458.00 13.52 2.95 20.03
M42 532.80 14.62 2.74 18.91
H18 256.10 9.76 3.81 102.75
H28 266.60 7.98 2.99 61.04
H31 220.80 7.68 3.48 30.85
H70 247.50 8.95 3.62 30.68
H73 242.90 8.83 3.64 62.97
Tabla A.12. Calculos FAS para cada rata del grupo fructosa
Actividad
Codigo U/mL Uimg ml/mg engimdtica de la
FAS (mUrmg)
U
[0.295] — [0.2215| * 0.5 # 9 25996/, u U
M13 - U — T = 0.0226 0.0226 1000 2263
6.22+0.02 25996/ mL Tiago " /mg fm
U
|0.3287| — |0.1872| = 0.5 * 14 796227/ 1 U U
M17 - U — ML _ 0433 0.0433 + 1000 4336
6.22+0.02 796225 mL Tg3e1™9) Img fma
U
[0.3548| — [0.326] = 0.5 + 8 093767/ v .
M28 - U — 2% — 0.0088 0.0088 + 1000 8.87
6.22+ 002 09376%/ L Tos.68 "L Img /ma
U
. 0.6904| —0.6253] * 0.5 +9 _ U 24857 %/ U u;,
M38 5331002 =24857Y/ 7124.12?,1%”‘ 0.0200 Y/mg  0.0200 Y/ 5 + 1000 20.03
U
. 10.9105| — [0.8479] » 0.5+ 4 _ - 095617 iy _ o o1oo U ST
M42 7002 =09561Y/ 505479, /mg 00189 U/ppq + 1000 18.91
U
[05741] — [0.2384] x 0.5+ 10 U 13.7626 7/pny, _ v U, N
His " = 1376260y o) gy 0.1027 Ufmg  0.1027 U/ + 1000 102.75
U
[0.99] — [0.7921] 0.5 11 u 85109/, 0.0610 U v,
H28 — =85100U/ o™, " fmg 00610 U/py g+ 1000 61.04
U
[0.1057| — |0.0053 = 0.5 * 10 3.9546 Y/, U U
H31 - U — L _ 0308 0.0308 1000 30.85
6.22 % 0.02 395467/ m 128169/, Ims fma
U
[0.104] — 0.0038| * 0.5 = 10 3.9065 /1, u U
H70 - U ——— T = 0.0306 0.0306 + 1000 30.68
6.22+ 0.02 390657 mi 13729 ) mg fma
U
[0.595| —|0.39] = 0.5 * 12 988745/ 1 U U
H73 - v —— L _ 0629 0.0629 + 1000 62.97
6.22+0.02 088747 157.01™9/ . /mg /mg

Nota: Codigo M es rata macho y cédigo H es rata hembra

-55-



Cadigo
M16
M32
M41
M61
M66
H32
H34
H52
H68
H55

Codigo
M16
M32
M41
Mol

M66

H52
Ho68

H55

Tabla A.13. Valores de cada parametro evaluado para rata del grupo sacarosa

Actividad enzimatica

] ; 0
Masa corporal (g) Higado (g) Higado/masa corporal (%) de la FAS (mU/mg)
527.20 16.30 3.09 138.77
435.90 13.06 3.00 34.05
494.80 13.53 2.73 61.58
457.10 12.54 2.74 38.34
456.80 15.56 3.41 66.51
278.10 9.15 3.29 57.87
251.60 7.65 3.04 26.40
211.70 6.11 2.89 33.95
270.70 8.68 321 26.92
223.80 7.32 3.27 44.66
Tabla A.14. Célculos FAS para cada rata del grupo sacarosa
Actividad
U/mL U/mg mliimg enzimdtica de la
FAS (mU/mg)
U
[0.5192| — |0.068] = 0.5 * 11 U 199485 Y/ 1 U U
= — M= — 01387 0.1387 1000 138.77
6.22 * 0.02 19.9485 %/, 14374™9f fms fma
U
[0.2408] — [0.13| * 0.5 * 10 v 436437/ U U
= — M = 0.0340 0.0340 1000 34.05
622002 #3683 L pg1e™9) /mg /mg*
u
[0.6657| — [0.465] = 0.5 * 13 U 10.4867 7/, .1 U u
= e = 0.0615 0.0615 1000 6158
6.22 » 0.02 104867/, 17028™9/ /mg fmg *
u
[0.1348] — [0.01] * 0.5+ 8 U 39627/ U U
= — M 0.0383 0.0383 1000 3834
6.22 = 0.02 3:9627 /iy 103.35™9/ . /mg /mg *
u
[0.2289] — [0.0115] * 0.5 * 6 v 524279/ 1 U v
- ————— % = 0.0665 0.0665 1000 66 51
6.22 + 0.02 524277 w1 J5ma mg; /mg /mg *
U
[0.9091] — [0.721] * 0.5 * 16 U 12.0064 7/, .1 U U
- — M= — 00578 0.0578 1000 57.87
6.22 + 0.02 12,0964 %/ 1oy 200.00™9/ /mg fmg *
g/
[0.0902| — [0.0044] * 0.5 = 12 U 413825/, U v
= — - = 0.0264 0.0264 1000 26.40
6.22 = 0.02 413627/ 156729/, fms fma
U
[0.57| — |0.46] ¥ 0.5 *9 U 40675/ U U
- — - ME = 0,0339 0.0339 1000 33.95
6.22 = 0.02 40675 fm[- 119.79 mg/m!. /mg /m.q *
U
[0.7138] — [0.6267] * 0.5 %9 u 318577/, U u
- — M = 0.0269 0.0269 1000 2692
6.22 = 0.02 318575/, 11835™9/ /mg fmg *
u
[0.9954] — [0.85] * 0.5+ 9 318579/, U U
£32 002 =31857Y/ =0.0446 Y/mmg 00446 U/ g+ 1000 44 66

Nota: Codigo M es rata macho y cédigo H es rata hembra

12037™9/
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Tabla A.15. Valores de cada parametro evaluado para cada rata del grupo aspartame:acesulfame

Cadigo
M7
M11
M14
M49
M63
H1
H10
H25
H50
H64

Cédigo
M7
M11
Mi4
M49
M63
H1

H10

H50

Ho64

Masa corporal (g) Higado
461.90 12.49
473.50 12.68
519.80 15.29
470.50 12.63
447.70 12.16
270.90 7.77
250.50 7.79
230.80 7.20
219.20 6.21
231.80 6.57

Actividad enzimatica

Tabla A.16. Célculos FAS para cada rata del grupo aspartame:acesulfame

Ui/mL

|0.8238| — |0.8148| * 0.5 « 9
6.22+ 0.02

|0.3506| — |0.3329] = 0.5 * 12

=o03364Y/

6.22 # 0.02

[0.2707] — |0.2562| = 0.5 + 9
6.22 = 0,02

|0.9224| — |0.9074| = 0.5 + 12

=0s8679Y/

=o0s5303U/

6.22 # 0.02

[0.6725] — [0.642| = 0.5 « 13
6.22 = 0.02

[0.3869] —|0.3056| = 0.5 = 10

=o07174Y/ ,

=16181U/

6.22 % 0.02

[0.5258] — 0.4539] = 0.5 = 12

=31696Y/ ,

6.22 % 0.02

[0.5471| — [0.4927] = 0.5 « 7
6.22 = 0.02

[1.0975| — [1.0405| = 0.5 « 8
6.22 = 0.02

[0.307] — 0.2864] * 0.5 = 6
6.22 = 0.02

=33sn1 U/ .
=16180U/
=17860U/, |

=o04s02Y/

Nota: Codigo M es rata macho y cédigo H es rata hembra

m,
75.65 g/m!.
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9) Higado/masa corporal (%) de la FAS (mU/mg)
2.70 2.76
2.68 5.44
2.94 4.44
2.68 4.62
2.72 9.39
2.87 25.12
3.11 22.18
3.12 16.77
2.83 17.53
2.83 6.34
Actividad
U/mg mliimg enzimdtica de la
FAS (mUsmg)
0.3364 U/
mL _ U u
— " — 0.0027 0.0027 * 1000 276
121.52™9/ mg ma
0.8679U/
mL u U
—— "L — 00054 0.0054 * 1000 5.44
159.32™9/ /mg /m
0.5303U/
mL _ U u
— L — 0.0044 0.0044 * 1000 4.44
11864™9/ fmg fmg
0.7174Y/
mL u U
— " — 00046 0.0046 * 1000 462
155.28™9/ fmg /mg
161810/
mL _ u U
— "L — 00093 0.0093 * 1000 939
172.30™9/ mg fmg
3.1696 U/
mL _ u U
— & = 0.0251 0.0251 * 1000 25.12
126.14™9/ fmg fmg
33811 U
mL _ U i
——— " = 0.0221 0.0221 * 1000 2218
1524™9/ /mg fma
161800/
mL _ U U
— M — 0.0167 0.0167 * 1000 16.77
96.43 mg/m!l /mg /m,q
1.7869 U
mL _ u i
— M 00175 0.0175 * 1000 17.53
101.91™9/ mg fma
0.4802Y/
mL
=00063 Ufppg 00063 Ufpyy g+ 1000 634



ANEXO B. Andlisis estadisticos

B.1. Analisis estadisticos de la masa corporal a los 170 dias de la ingesta de
edulcorantes

Tabla B.1.1. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

Fuente Suma de cuadrados Gfados de Cuadr_ado Razon-F | Valor-P

libertad medio

Efectos principales

A:Grupo 8809.96 7 1258.57 1.48 0.1896

B:Sexo 1.04299E6 1 1.04299E6 |1228.32 0.0000

Interacciones

AB 7763.93 7 1109.13 1.31 0.2619

Residuos 54343.4 64 849.115

Total (corregido) 1.11391E6 79

Tabla B.1.2. Pruebas de rangos multiples para la masa corporal por sexo
Sexo Casos |MedialLS |[SigmalLS |Grupos homogéneos
Hembra (40 246.205 4.60737 X

Macho 40 474.568 4.60737 X

Tabla B.1.3. Medias por minimos cuadrados para masa corporal con intervalos de confianza del 95.0%

Grupo Casos | Media Error DeS\{iacic’m _Ll’mi_te LimiFe
estandar | estandar | inferior | superior
Acesulfame 10 345.7 9.21474 118.927 [327.291| 364.109
Aspartame:Acesulfame 10 357.66 9.21474 125.402 |339.251| 376.069
Control 10 356.95 [ 9.21474 117.797 [338.541| 375.359
Fructosa 10 380.75 [ 9.21474 144.362 [ 362.341| 399.159
Glucosa 10 359.03 | 9.21474 112.365 [340.621| 377.439
Sacarina 10 371.8 9.21474 133.031 [353.391 | 390.209
Sacarosa 10 360.77 [ 9.21474 123.674 [342.361| 379.179
Sucralosa 10 350.43 | 9.21474 112.182 [332.021| 368.839

Tabla B.1.4. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal de las ratas hembra tras 170 dias de ingesta
de edulcorantes

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

Entre grupos  |1130.97 7 161.568 0.32 0.9378

Intra grupos 15998.4 32 499.949

Total (Corr.)  [17129.3 39

Tabla B.1.5. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa corporal de las ratas macho tras 170 dias de ingesta
de edulcorantes

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

Entre grupos  |15442.9 7 2206.13 1.84 0.1133

Intra grupos 38345.0 32 1198.28

Total (Corr.) |53787.9 39
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B.2. Andlisis estadisticos de la masa de higados a los 170 dias de la ingesta de

Tabla B.2.1. Andlisis de varianza, ANDEVA, de la masa del higado a los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

edulcorantes

Fuente Suma de cuadrados Gfados de Cuadr_ado Razon-F Valor-P
libertad medio

Efectos principales
A:Sexo 595.422 1 595.422 466.96 0.0000
B:Grupo 42.3164 7 6.0452 4,74 0.0003
Interacciones
AB 10.2362 7 1.46231 1.15 0.3461
Residuos 80.3316 63 1.2751
Total (corregido) 732.281 78

Tabla B.2.2. Pruebas de ran

os multiples para la masa de los higados por edulcorante

Grupo Casos [MediaLS [SigmalLS |Grupos homogéneos
Sucralosa 10 ]9.204 0.357086 [X
Control 10 [9.694 0.357086 (X
Acesulfame 10 [9.708 0.357086 (X
Aspartame:Acesulfame 9 9.799 0.378747 |X
Glucosa 10 ([9.978 0.357086 |XX
Sacarina 10 ]10.352 0.357086 |XX
Sacarosa 10 ]10.99 0.357086 XX
Fructosa 10 [11.582 0.357086 X

Método de Duncan al 95% de confianza

Tabla B.2.3. Resumen estadistico para la masa de los higados por edulcorante

Grupo Recuento | Promedio | Desviacién estandar | Coeficiente de variacion [ Minimo
Acesulfame 10 9.708 3.00379 30.9414% 6.31
Aspartame:Acesulfame 9 9.5 2.88403 30.3582% 6.21
Control 10 9.694 3.23938 33.4163% 5.87
Fructosa 10 11.582 3.21837 27.7877% 7.68
Glucosa 10 9.978 2.81637 28.2258% 6.5
Sacarina 10 10.352 3.47756 33.5931% 5.21
Sacarosa 10 10.99 3.64205 33.1397% 6.11
Sucralosa 10 9.204 2.40908 26.1742% 5.87

Tabla B.2.4. Resumen estadistico para masa de higado de ratas hembra por grupo de edulcorante

Grupo Recuento | Promedio | Desviacion estdndar | Coeficiente de variacion | Minimo
Acesulfame 5 7.014 0.588923 8.39639% 6.31
Aspartame: Acesulfame 5 7.108 0.708463 9.96712% 6.21
Control 5 6.92 1.02798 14.8553% 5.87
Fructosa 5 8.64 0.828221 9.58589% 7.68
Glucosa 5 7.436 0.676631 9.0994% 6.5
Sacarina 5 7.204 1.15071 15.9732% 5.21
Sacarosa 5 7.782 1.19418 15.3454% 6.11
Sucralosa 5 7.208 0.990767 13.7454% 5.87
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Tabla B.2.5. Analisis de varianza, ANDEVA, para masa de higados de ratas hembra por grupo de edulcorante

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

Entre grupos  |11.116 7 1.58799 1.87 0.1071

Intra grupos 27.1244 32 0.847638

Total (Corr.)  |38.2404 39

Tabla B.2.6. Analisis de varianza, ANDEVA, para masa de higados de ratas macho

or grupo de edulcorante

Fuente Suma de cuadrados GlfadOS de | Cuad r_ado Razon-F Valor-P
ibertad medio
Entre grupos 41.4067 7 5.91525 3.45 0.0076
Intra grupos 53.2072 31 1.71636
Total (Corr.) 94.6139 38

Tabla B.2.7. Resumen estadistico para masa de higado de ratas macho por grupo de edulcorante

Edulcorante Recuento | Promedio | Desviacion estandar Coeficiente de variacion Minimo
Acesulfame 5 14.524 0.990419 6.81919% 13.51
Aspartame:Acesulfame 4 12.49 0.234236 1.87539% 12.16
Control 5 12.468 1.82101 14.6055% 9.99
Fructosa 5 135 1.05416 7.80858% 12.34
Glucosa 5 11.2 1.45484 12.9896% 9.64
Sacarina 5 12.52 1.11113 8.8748% 11.33
Sacarosa 5 12.402 1.34548 10.8489% 11.12
Sucralosa 5 14.198 1.6404 11.5538% 12.54

Tabla B.2.8. Pruebas de rangos multiples para masa de higado de ratas macho por grupo de edulcorante

Edulcorante Casos |Media  |Grupos homogéneos
Glucosa 5 11.2 X
Sacarosa 5 12.402 |XX
Control 5 12468 [XX
Aspartame:Acesulfame 4 12.49 XX
Sacarina 5 12.52 XX
Fructosa 5 135 XX
Sucralosa 5 14.198 XX
Acesulfame 5 14.524 X

Método de Duncan al 95% de confianza
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B.3. Andlisis estadisticos de la proporcién entre las masas de los higados con su masa
corporal

Tabla B.3.1. Analisis de varianza, ANDEVA, de la masa de los higados en proporcién con su masa corporal a
los 170 dias de la ingesta de edulcorantes

Fuente Suma de cuadrados Gfados de Cuad r_ado Razon- Valor-P
libertad medio F

Efectos principales
A:S 0.000153931 1 0.000153931 30.98 (0.0000
B:Endulzante 0.000237567 7 0.0000339382 (6.83 [0.0000
Interacciones
AB 0.0000749193 7 0.0000107028 (2.15 |[0.0510
Residuos 0.000303044 61 0.00000496794
Total (corregido) 0.000742876 76

Tabla B.3.2. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado en proporcién con la masa corporal por
edulcorante

Endulzante Casos | Media LS Sigma LS  |Grupos homogéneos

Sucralosa 9 2.63104 0.0747592 [X
Control 10 2.72804 0.0704836 |X
Glucosa 10 2.80818 0.0704836 |X
Sacarina 10 2.81245 0.0704836 [X
Aspartame:Acesulfame 9 2.8243 0.0747592 |X
Acesulfame 10 2.85334 0.0704836 [X

Sacarosa 10 3.06662 0.0704836 X

Fructosa 9 3.23549 0.0747592 X

Método de Duncan al 95% de confianza

Tabla B.3.3. Resumen estadistico para la masa de higado en proporcion con la masa corporal por grupo de
edulcorante

Endulzante Recuento Promedio Desviacion estandar Coeficiente de variacion
Acesulfame 10 2.85334 0.254962 8.93557%
Aspartame:Acesulfame 9 2.8243 0.171801 6.05232%
Control 10 2.72804 0.293376 10.7541%
Fructosa 9 3.23549 0.474009 14.8542%
Glucosa 10 2.80818 0.169028 6.01912%
Sacarina 10 2.81245 0.230013 8.1784%
Sacarosa 10 3.06662 0.231011 7.53308%
Sucralosa 9 2.63104 0.282608 10.8091%

Tabla B.3.4. Andlisis de varianza, ANDEVA, para la masa de higado en proporcion con la masa corporal de
ratas hembra por grupo de edulcorante

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

Entre grupos  [0.000222566 7 0.0000317951 |6.60 0.0001

Intra grupos 0.000144417 30 0.0000048139

Total 0.000366983 37

(corregido)
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por grupo de edulcorante

Tabla B.3.5. Resumen estadistico para la masa de higado en proporcion con la masa corporal de ratas hembra

Edulcorante Recuento Promedio Desviacion estandar Coeficiente de variacion
Acesulfame 5 2.98619 0.0256235 8.58067%
Aspartame:Acesulfame 5 2.95299 0.0148317 5.0226%
Control 5 2.79008 0.0355469 12.7405%
Fructosa 4 3.63517 0.0136506 3.75516%
Glucosa 5 2.91354 0.0131933 4.52827%
Sacarina 5 2.89859 0.026206 9.04093%
Sacarosa 5 3.13883 0.0172047 5.48124%
Sucralosa 4 2.7795 0.0152198 5.47573%

Tabla B.3.6. Pruebas de rangos multiples para la masa de higado en proporcién con la masa corporal de ratas

hembra por grupo de edulcorante

Edulcorante Casos |Media Grupos homogéneos
Sucralosa 4 2.7795 X
Control 5 2.79008 X
Sacarina 5 2.89859 XX
Glucosa 5 2.91354 XX
Aspartame:Acesulfame 5 2.95299 XX
Acesulfame 5 2.98619 XX
Sacarosa 5 3.13883 X
Fructosa 4 3.63517 X

Tabla B.3.7. Andlisis de varianza, ANDEVA, para la masa de higado en proporcion con la masa corporal de

Método: 95.0 porcentaje Duncan

ratas macho por grupo de edulcorante

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

Entre grupos 0.0000740991 7 0.0000105856 |2.07 0.0774

Intra grupos 0.000158627 31 0.00000511701

Total 0.000232726 38

(corregido)
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B.4. Andlisis estadisticos de la enzima acido graso sintasa (FAS) en el extracto crudo
del tejido hepéatico

Tabla B.4.1. Resumen estadistico para la actividad especifica [mU/mg] de FAS en ratas hembra

Grupo Recuento | Promedio DeS\{lamon Coef|c_:|er_1t,e de Minimo | M&ximo
estandar variacion

Acesulfame 5 15.5988 7.8 114.331% 2.4577 | 47.9205
Control 5 11.1764 3.9 124.562% 6.3054 |26.1196
Fructosa 5 57.3069 20.4 87.9934% 30.6880 | 102.75
Glucosa 5 80.5071 24.9 80.6612% 31.2176 | 157.853
Aspartame:Acesulfame 5 17.0615 6.0 70.3819% 6.3478 |25.1274
Sacarina 5 24.9703 10.8 83.2204% 17.0236 | 33.8325
Sacarosa 5 38.0599 12.1 33.9284% 26.4042 [ 57.8756
Sucralosa 5 29.1022 10.8 35.8348% 16.1985 | 44.5734

Tabla B.4.2. Analisis de varianza, ANDEVA, para los niveles de actividad especifica [mU/mg] de FAS
de las ratas hembra

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

Entre grupos  |19870.8 7 2838.69 2.80 0.0218

Intra grupos 32492.6 32 1015.39

Total 52363.4 39

(corregido)

la actividad especifica (mU/mg) de la sintasa de acidos

Tabla B.4.3. Pruebas de rangos multiples para

Grupo Casos |Media Grupos homogéneos
Control 5 11.1764 [X
Acesulfame 5 155988 (X
Aspartame:Acesulfame 5 17.0615 |XX
Sacarina 5 24,9703 [XX
Sucralosa 5 29.1022 [XX
Sacarosa 5 38.0599 |XX
Fructosa 5 57.3069 XX
Glucosa 5 80.5071 X

rasos (FAS) para las ratas hembra a los 160 dias

Método de Duncan al 95% de confianza

Tabla B.4.4. Resumen estadistico para la actividad especifica [mU/mg] de FAS en ratas macho

Grupo Recuento | Promedio DeS\{lauon Coeflgler}t,e de Minimo | Méaximo
estandar variacion

Acesulfame 5 9.55313 6.6 63.4563% 2.9903 [18.9112
Control 5 7.41393 4.5 60.5313% 2.8088 |14.1737
Fructosa 5 22.4027 8.8 82.534% 8.8741 |43.3630
Glucosa 5 46.5863 21.1 110.601% 10.8704 | 136.30
Aspartame: Acesulfame 5 5.329 3.2 59.7061% 2.7682 | 9.3911
Sacarina 5 54.3804 22.1 77.4942% 21.0889 [ 124.03

Sacarosa 5 67.3037 27.3 70.241% 34.0528 |138.778

Sucralosa 5 30.5204 18.8 79.5594% 14.6320 |[46.1665
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Tabla B.4.5. Analisis de varianza, ANDEVA, para los niveles de actividad especifica [mU/mg] de FAS de las
ratas macho

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

Entre grupos  |19272.0 7 2753.15 2.87 0.0191

Intra grupos 30656.5 32 958.016

Total 49928.5 39

(corregido)

Tabla B.4.6. Pruebas de rangos multiples para la actividad especifica (mU/mg) de la sintasa de acidos grasos
(FAS) para las ratas macho a los 160 dias

Grupo Casos Media |Grupos homogéneos
Aspartame:Acesulfame 5 5329 |X
Control 5 7.41393 |X
Acesulfame 5 9.55313 |X
Fructosa 5 22.4027 |XX
Sucralosa 5 30.5204 |XXX
Glucosa 5 46.5863 |XXX
Sacarina 5 54.3804 | XX
Sacarosa 5 67.3037 X

Método de Duncan al 95% de confianza
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ANEXO C. Disposicién de residuos producidos en esta investigacion

Diseiio de la estrategia experimental:

* Eutanasia humanitaria empleando CQ, al 70% de acuerdo con la normativa vigente NOM-062-Z0O0-1999 (DOF, 1999) a los § grupos
de ratas de la estirpe: HsdHan®:WIST (40 ratas macho y 40 ratas hembra), a 1as que se les suministraron durante 170 dias edulcorantes
nutritivos v no nutritivos, v a un grupo control, mas10 ratas macho y 10 ratas hembra recién destetadas como grupo basal. Las
concentraciones manejadas se citan a continuacion:

* Sacarosa 10%

* Glucosa 14%

* Fructosa 7%

* Sucralosa 0.017%

* Acesulfame K 0.05%

* Sacarina 0.033%

* Mezcla comercial de aspartame:acesulfame 1.55%

* Grupo control con agua potable

.

Eutanasia humanitaria empleando CO, al 70% de acuerdo Obtencion de extracto crudo del tejido hepatico.
con la vigente NOM-062-Z00-1999 (DOF, 1999)
* Pesaje final de la masa corporal de los roedores

* Pesaje, diseccion y almacenamiento del higado

Normalizacion de la cantidad de proteina para la determinacion de la actividad
Cuantificacion de proteinas enzimatica

j * Se preparard la cantidad de reactivo necesario por dia dependiendo del nimero de
*A cada extracto crudo del tejido TLES H?S aleer , -

hepético se le determin la cantidad de * Se realizaron pruebas de la cantidad de extracto crudo a utilizar en cada ensayo
proteina por el método de Bradford
(Kruger, 2009)

Determinacion de la actividad enzimadtica de cada muestra de extracto
hepatico crudo

* Ruptura mecanica del tejido de las 100 muestras (50 ratas
j macho y 50 ratas hembra)

*» Se realizo la lectura de la actividad enzimatica a 340nm por 3 min a

pH=7y 30°C
* Se realizd la comreccion de la oxidacion de NADPH en ausencia de Realizacion del analisis estadistico mediante
malonil-CoA a 340nm por 3 min a pH=7y 30°C > el software Statgraphics Centurion XVI.I

Figura C.1. Diagrama esquematico de la disposicion controlada de residuos producidos en esta investigacion
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R1: Partes de tejido y restos anatomicos. Se almacenan en bolsas amarillas para residuos
bioldgico-infecciosos y se almacenan temporalmente a -20°C en la Unidad de Experimentacion
Animal (UNEXA). Son recolectados por una compafia de disposicion de residuos biologicos
infecciosos, a través de la Facultad de Quimica de la UNAM, para su incineracion.

R2: Torundas con sangre de los roedores. Se almacenan en bolsas rojas de residuos biol6gico-
infecciosos y son colocados en los contenedores adecuados en la Unidad de Experimentacion
Animal (UNEXA). Se almacena temporalmente hasta que una compafiia recolectora, a través de
la Facultad de Quimica de la UNAM, los lleva a incineracion.

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

R4: Solucion amortiguadora de lisis RIPA®: NaCl 137 mM, KCI 2 mM, K;HPO4 8.1 mM,
KH2POs 1.5 mM, octilfenoxi poli (etilenoxi) etanol 0.1%, deoxicolato de sodio 0.5%,
dodecilsulfato de sodio 0.1%, NaF 1 mM, NasVO4 2 mM, azida de sodio 0.006%; reactivo de
Bradford: HsPO4 10%, etanol 5%, azul de Coomasie G 0.01%. Se etiqueta con todos los datos
requeridos y se entrega al personal del Laboratorio 301 del Conjunto E para ser entregado en las
recolectas periddicas de los residuos para su gestion por parte de la Unidad de Gestion Ambiental
(UGA) de la Facultad de Quimica de la UNAM.

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

R6: Mezcla de reaccién para la determinacion de la sintasa de acidos grasos: 210 mM de
KH2PO4, 290 mM de KoHPOg4, 33 uM de acetil-Coenzima A, 100 uM de malonil-CoA, 100 uM
de NADPH, 1 mM de EDTA, 1 mM de B-mercaptoetanol. Se etiqueta con todos los datos
requeridos y se entrega al personal del Laboratorio 301 del Conjunto E para ser entregado en las
recolectas periddicas de los residuos para su gestion por parte de la Unidad de Gestion Ambiental
(UGA) de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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