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Resumen

Los medios de comunicacion constantemente bombardean al consumidor sobre la ingesta diaria de bebidas “sin calorias”
conocidas como “bebidas /ight”, argumentando que pueden ser de utilidad para reducir el consumo de energia y asi, disminuir el
riesgo de sindrome metabdlico. Sin embargo, su consumo es cada vez mas habitual y desmesurado, ocasionado por el
desconocimiento de las repercusiones bioquimicas que pudieran acarrear a largo plazo. Por ello, es necesario realizar estudios
que permitan dilucidar los posibles efectos metabdlicos que puedan causar a los seres humanos empleando animales modelo en
vez de personas y darlos a conocer para que tomen sus decisiones de manera informada. En esta investigacion se estudio la
enzima 4acido graso sintasa (FAS en inglés) con respecto de los edulcorantes suministrados “ad libitum” de forma crénica a ratas
de la estirpe Wistar HsdHan: WIST empleando un grupo control, que Unicamente consumié agua potable, para evaluar la
influencia de esos edulcorantes consumidos durante la lipogénesis. Los roedores, ratas macho (n=80) y ratas hembra (n=80),
se alimentaron con una dieta normal balanceada (Teklad Global® 18s, 5001 Rodent Diet®) y se les suministraron bebidas con
edulcorantes nutritivos y no nutritivos “ad libitum” durante dos periodos. El primero fue desde el destete hasta los 160 dias y el
segundo desde el destete hasta los 480 dias de experimentacion y al final de ellos se realizaron las eutanasias. Cada grupo de
edulcorantes contd con una n=10 de roedores y, después de 160 dias, n=>5, separados por grupo y sexo. Las concentraciones
de los edulcorantes suministrados fueron: Sacarosa 10% (m/v), fructosa 7% (m/v), glucosa 14% (m/v), acesulfame K al 0.05%
(m/v), mezcla comercial de acesulfame-aspartame 1.55% (m/v), sucralosa al 0.017% (m/v) y sacarina al 0.033% (m/v).
Transcurridos los dos periodos de experimentacion se tomaron muestras de su tejido hepatico para evaluar la enzima. La
tendencia general observada fue que los mayores niveles de actividad se determinaron en los grupos que bebieron edulcorantes
nutritivos (fructosa, glucosa y sacarosa). Se notd que las ratas hembra fueron mas susceptibles a los efectos de los edulcorantes
no nutritivos. La sacarina a pesar de ser un edulcorante no nutritivo incrementd la lipogénesis hepatica. Se encontré que el
consumo de edulcorantes modificé los valores de la FAS, una de las enzimas clave de la lipogénesis, que es una de las
principales rutas del metabolismo energético. Se recomienda que en investigaciones futuras se indague si el contenido de tejido
adiposo también aumentd, ya que en esta investigacion Unicamente se analizo el tejido hepatico de los especimenes utilizados
en este estudio.

Palabras clave: Acido graso sintasa, edulcorantes nutritivos y no nutritivos, lipogénesis de novo, tejido hepatico de ratas
Wistar HsdHan: WIST

Abstract
The media constantly bombards consumers about the daily intake of "calorie-free” beverages known as "light drinks,” arguing
that they can be useful to reduce energy consumption, and thus, reduce the risk of metabolic syndrome. However, its
consumption is increasingly common and excessive, caused by the lack of knowledge of the biochemical repercussions that it
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could have in the long term. Therefore, it is necessary to carry out studies to elucidate the possible metabolic effects that they
may cause to human beings using model animals instead of people and to inform them so that they can make informed
decisions. In this research, the foundations were established to know if there is an overstimulation of the enzyme fatty acid
synthase (FAS) with respect to sweeteners supplied 'ad libitum" chronically to rats of the Wistar HsdHan: WIST strain using a
control group. who only consumed drinking water, evaluating the influence of sweeteners consumed during lipogenesis. The
rodents, male rats (n=80) and female rats (n=80), were fed a normal balanced diet (Teklad Global® 18s, 500 Rodent Diet®)
and were provided with drinks with nutritive and non-nutritive sweeteners “ad libitum” for two periods. The first one was from
weaning to 160 days and the second from weaning to 480 days of experimentation and after them the euthanasias were carried
out. Each group had n=10 rodents, separated by group and sex and in the second period n=5 were left. The concentrations of
the sweeteners supplied were: Sucrose 10% (myv), fructose 7% (myv), glucose 14% (myv), acesulfame K 0.05% (my/v),
commercial mixture acesulfame-aspartame 1.55% (myv), sucralose 0.017% (my/v) and saccharin 0.033% (my/v). After the two
experimental periods, samples of their liver tissue were taken to evaluate the enzyme. The general trend observed was that the
highest levels of activity were determined in the groups that drank nutritious sweeteners (fructose, glucose, and sucrose). It was
noted that female rats were more susceptible to the effects of non-nutritive sweeteners. Saccharin, despite being a non-nutritive
sweetener, increased hepatic ljpogenesis. It was found that the consumption of sweeteners modified the values of FAS, one of
the key enzymes of lipogenesis, which is one of the main pathways of energy metabolism. It is recommended that future
research Investigate whether the adjpose tissue content also increased, since in this research only the liver tissue of the
specimens used in this study was analyzed.

Keywords: Fatty acid synthase, nutritive and non-nutritive sweeteners, de Novo ljpogenesis, liver tissue rats HSD. Han Wistar

INTRODUCCION

El exceso de masa corporal (y no “sobrepeso™) y la obesidad son enfermedades sistémicas, cronicas y
multifactoriales las cuales estan reconocidas como uno de los retos mas importantes de salud publica,
dada su magnitud, la rapidez de su incremento y el efecto negativo que ejercen sobre la salud de la
poblacion que los padece. El sindrome metabodlico y las enfermedades cardiovasculares se derivan del
exceso de masa corporal reduciendo la calidad de vida y aumentando el costo social de la salud
(Cecchini et al., 2010). Entre los factores para estos padecimientos, segun la OMS (2020), se
encuentra un aumento de la ingesta de alimentos de alto contenido energético y un descenso en la
actividad fisica, debido a la naturaleza cada vez mas sedentaria de muchas formas de vida y trabajo,
los nuevos modos de transporte y la creciente urbanizacion. D hecho, la Organizacion Mundial de la
Salud sefiala en su pagina electrénica lo siguiente (OMS, 2023):

"Las cuatro principales ENT* son las enfermedades cardiovasculares (17.9 millones de
muertes), el cancer (9.3 millones de muertes), las enfermedades respiratorias cronicas
(4.1 millones de muertes) y la diabetes (2.0 millones de muertes) [en el afio 2022]".

La transicion nutricional en el mundo ha producido un aumento en la ingesta de alimentos procesados
y una disminucion de los alimentos de origen natural, incrementando asi la proporcion de grasa, sal y,
sobre todo, de aditivos quimicos para aumentar su llamada “vida de anaquel” (reduciendo costos y
aumentando disponibilidad), asi como por los habitos de sedentarismo (Barrera-Cruz et al., 2013;
Duran-Dominguez-de-Bazla, 2017, 2021; Softic et al., 2016). En un principio, los edulcorantes fueron
utilizados como una estrategia alternativa, debido a su sabor “dulce”, dentro del tratamiento dietético,
principalmente en la prevencion primaria y secundaria de enfermedades como el sindrome
metabdlico o bien como parte del tratamiento (Bulman et al., 2018). Esto, sin haber comprendido que
el gusto por el sabor dulce es una respuesta de los seres vivos a la ingestion de alimentos energéticos
que viene del conocimiento innato en la naturaleza de las hormigas o de otros organismos como el
Homo sapiens que utilizan la sacarosa como fuente de energia (Harari, 2022). Este dltimo, el ser
humano, se dio cuenta que las frutas no se descomponian cuando eran preparadas con azlcar o que
el pescado y la carne podian estar a condiciones ambientales salandolos con NaCl por lo que a partir
de alli usé al azlcar y la sal como conservadores de alimentos hasta ahora que se les culpa de la
obesidad y/o el exceso de masa corporal.

El peso y la masa de un cuerpo no son sindnimos. El peso es la fuerza ejercida sobre un cuerpo y en el Sistema Internacional de unidades
se mide con el newton, N. La masa es la propiedad de un cuerpo y en el S.I. se mide con el kilogramo, kg [Nota de las(os) editores(as)]
4 R L ;

ENT significa enfermedades no transmisibles [Nota de las(os) editores(as)]
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Manzur-Jattin et al. (2020) comentaron que, en el pasado, se pensaba que el uso de edulcorantes no
nutritivos aportaba beneficios en la salud de los consumidores debido a su supuesta inactividad
metabodlica. Sin embargo, su uso se ha ido generalizando como ingesta desmedida y rutinaria que bien
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 (Swithers et al., 2010).

Desde hace varios afios el concepto de inactividad metabdlica ha cambiado, ya que en muchos
estudios se ha cuestionado la idea de que los edulcorantes sean metabdlicamente inertes. Diversas
investigaciones han evidenciado una asociacion entre el uso de edulcorantes no nutritivos y
alteraciones metabdlicas, como la intolerancia a la glucosa, eventos cardiovasculares, sindrome
metabolico, etc. (Suez et al., 2014).

Se necesitan estudios a largo plazo, pues su uso se hace cada vez mas habitual y ain no se ha
caracterizado por completo cual es su influencia sobre la lipogénesis. Por ello, la presente investigacion
tuvo como objetivo establecer la existencia de una sobreestimulacién de la enzima acido graso sintasa
(FAS, por sus siglas en inglés) con respecto al edulcorante consumido, comparado con un grupo
control a los 160 y 480 dias de experimentacion, simulando las etapas de infancia, joven adulta y
adulto mayor en seres humanos. Esto se realizd empleando extractos de hepatocitos de las ratas
macho y hembra de la estirpe Wistar.

MATERIALES Y METODOS

Animales de laboratorio

El Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Quimica de la UNAM de México, aprobd el proyecto que abordé un experimento multifactorial
categdrico. Como primer factor fue el sexo de los especimenes y como segundo factor el edulcorante
consumido bajo las siguientes concentraciones: Sacarosa 10%, fructosa 7%, glucosa 14%, acesulfame
K al 0.05%, mezcla de acesulfame-aspartame 1.55%, sucralosa 0.017% vy sacarina al 0.033%. La
variable de respuesta fue la actividad enzimatica expresada como mU/mg. Se dividieron a los 160
ejemplares, 80 ratas macho y 80 ratas hembra en estos grupos (n=10).

Se optd por realizar dos etapas de experimentacion para los especimenes de la estirpe HSD: Han
Wistar, adquiridas con la empresa ENVIGO (2018). La primera etapa va del dia 0 (al destete y
familiarizacién con el alimento sélido) hasta los 160 dias® y la segunda etapa del dia 0 a los 480 dias.
La masa corporal inicial de cada espécimen estaba entre 35-45 g. Las ratas consumieron la dieta
balanceada Teklad Global 185® durante casi toda la investigacién. Entre septiembre y noviembre de
2019, casi al final de la experimentacion, las ratas tuvieron que ser alimentadas con la dieta 5001
Rodent Diet®. Este cambio fue debido a que la empresa Envigo, que suministraba los animales de
laboratorio, asi como sus dietas, salid de México no pudiendo tramitar la importacion del alimento de
los Estados Unidos. La nueva dieta se dosificd con la dieta Teklad Global 185 como sigue: 100-0, 75-
25, 50-50, 25-75 y 0-100% para que en 25 dias se habituaran a la nueva. Ambas dietas eran similares
en composicion y tenian un contenido energético similar pemitiendo que en estas Ultimas semanas no
se viera afectado el experimento.

Se les suministraron bebidas preparadas con edulcorantes nutritivos y no nutritivos “ad libitum”
durante ambas etapas del experimento. Las concentraciones propuestas fueron las que generalmente
se encuentran en bebidas no alcohdlicas comerciales y tomando como referencia las ingestas diarias
admisibles (ADI) (Mendoza-Pérez, 2017).

La primera autora considerd 10 dias para la etapa de adaptacion al alimento sélido en su tesis profesional (170 dias) (Rosas-Aguilar, 2022).
Con objeto de homogeneizar con los otros estudios realizados, en este articulo se restaron esos 10 dias de adaptacion quedando160 dias)
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Eutanasia

Transcurrido el tiempo de las etapas (160 y 480 dias) se les realizd su respectiva eutanasia,
empleando CO, al 70% en una atmdsfera de aire para evitar sufrimiento de acuerdo con la normativa
vigente, NOM-062-Z00-1999 (DOF, 1999). Antes de realizar las eutanasias las ratas tuvieron un
ayuno de 8 horas. Posterior a la pérdida de conciencia usando una atmdsfera de didxido de carbono,
cada ejemplar fue decapitado con una guillotina para roedores y se procedi6 a la recuperacion de la
sangre y los higados. Estos 6rganos se pesaron y almacenaron n congelacion a -20°C para su analisis
posterior.

Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de las muestras de higado, se prepar6 una solucion amortiguadora de
lisis RIPA®. En tubos de microcentrifuga se anadid solucién amortiguadora de lisis RIPA® activada y
se coloco en cada tubo una cantidad de 100-300 mg de higado congelado. El tejido se homogeneizd
con un homogeneizador de proteinas de la marca PELLET PESTLE® Motor. Inmediatamente se
sometié a una agitacion en un equipo Vortex Genie-2 a 3200 rpm, para después centrifugarse en una
microcentrifuga Eppendorf, modelo 540, a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
obtenido se trasvasé a tubos de microcentrifuga y se almacenaron a -20°C para su posterior uso.

Cuantificacion de proteinas
Para la cuantificacion de proteina en los tejidos hepaticos se realizd una curva estandar con globulina
por el método de Bradford registrandose la absorbancia a 595 nm (Kruger, 2009).

Actividad enzimatica de la acido graso sintasa (FAS)

El extracto hepatico crudo de cada rata se usé para medir la actividad enzimatica. Se realizd una
adaptacion al método espectrofotométrico de Nepokroeff et al. (1975), utilizando para ello la balanza
analitica AT21 Comparator (marca METTLER TOLEDO® 0.001ug-22 g), una micropipeta marca
BRAND® Transferpette® digital 100 — 1000 pL; Micropipeta Rainin Classic PR-200 20-200 pL. Se
colocd la mezcla de reaccion recién preparada en celdas marca BRAND® para la regién UV con una
capacidad de 70-850 yL incubandose a 30°C por 5 minutos. Posteriormente, se registrd la
absorbancia de la mezcla de reaccion a 340 nm en el espectrofotdmetro de UV/VIS RAYLEYGH UV-
1800 y, a continuacion, se le adicionaron 20 pL del extracto hepatico con 1343.36+42 ug de
proteina/mL extracto hepatico. Seagitd suavemente y se registrd la oxidacion de la nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH, por sus siglas en
inglés) a 340 nm durante 3 minutos a un pH=7 y a una temperatura de 30°C. En cada muestra se
tomo una lectura sin malonil-CoA para corregir la oxidacion de NADPH.

Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos en las dos etapas (160 y 480 dias) fueron estadisticamente
procesados con un analisis de varianza (ANDEVA) para observar diferencias significativas (p<0.05)
donde, en la primera etapa se tomd en cuenta:

a) Masa corporal, b) Masa del higado, c) Proporcion entre la masa del higado y la masa corporal, d)
Actividad enzimatica de la FAS en el extracto crudo del tejido hepatico.

Se compararon las medias entre el grupo control y los grupos en estudio evaluando si el tiempo
transcurrido en la primera etapa (0 a 160 dias), influia en la actividad especifica de la FAS empleando
la prueba “t” de student.

Y, para la segunda etapa, Unicamente se trataron los datos de actividad enzimatica de la FAS en el
extracto crudo del tejido hepatico.

Una vez establecidas las diferencias se realizd una prueba de rangos multiples con el método de
Duncan para discriminar medidas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Masa corporal, masa de higado y relacion entre ellas a los 160 y 480 dias de la ingesta de
edulcorantes

En las Tablas 1a y 1b se presentan las masas corporales finales promedio, asi como los de sus higados
y de la proporcion porcentual de ambas masas de los especimenes macho y hembra en las primera
(160 dias) y segunda etapas (480 dias).

Como en este experimento no se sabia cuanto alimento y bebida ingeria cada animal ya que se
encontraban en cada caja cinco de ellos, por requerimientos del Comité Interno para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la UNAM de México aduciendo
que son animales gregarios, se evalud solamente el porcentaje de la masa de higado con respecto de

la masa corporal promedio (Tablas 1a,1b).

Tabla 1a. Datos finales de 8 grupos de ratas macho de laboratorio en la primera etapa (160 dias) y
segunda etapa (480 dias

Primera etapa (160 dias) Segunda etapa (480 dias)
Edulcorante *MC *MH*H *MH/MC % **MC* **MH* **¥MH/MC %
promedio£DE (g) | promedio+DE (g) promedio (g/g) promedio+DE promedio+DE promedio
(©) (%) (9/9)
Acesulfame 399.2+36.5 14.52+0.99¢ 3.63 515.1+43.8" 19.9+1.4" 3.86
Sucralosa 400.1%50 14.19+1.64% 3.54 518.4+43.8" 14.6+1.8* 2.81
Glucosa 412.9445.5 11.20+1.45% 2.71 710.9+70.9¢ 17.6+4.8"¢ 2.47
Sacarosa 416.5+28.9 12.4+1.34" 2.97 585.9+57.5° 17.8+1.7° 3.03
Sacarina 427.74£39.4 12.52+1.11%8 2.92 491.4+54.3"¢ 21.4+14.1% 4.35
Aspartame:Acesulfame 429.3+30.2 12.49+0.23*8 2.90 571.6+36.1"° 16.3+1.95%° 2.85
Control 436.3+46.5 12.46+1.82"° 2.85 551.7+45.8" 16.8+1.7¢ 3.04
Fructosa 450.3+28.9 13.5+1.05% 2.99 470.7+£65.7 17.345.5° 3.67
*DE: Desviacion estandar de los datos al dia 160; ** DE: Desviacion estandar de los datos al dia 160 al dia 480; MC: Masa corporal; MH: Masa del higado;

MH/MC MEDIA: Porcentaje promedio entre la masa del higado con respecto a la masa corporal

Grupos que no comparten la misma letra difieren estadisticamente, método de Duncan al 95% de confianza. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos
que no comparten la misma letra difieren estadisticamente entre si
+ Datos tomados de Méndoza-Pérez (2021)
++ Estos especimenes ya mostraban problemas severos de salud (dos de ellos ya habian fallecido) (Méndoza-Pérez, 2021)

+++ Datos tomados de Berrios-Roque (2021) y de Vega-Jiménez (2019)

++++ Datos tomados de Rosas-Aguilar (2022)

Tabla 1b. Datos finales de 8 grupos de ratas hembra de laboratorio en la primera etapa (160 dias) y
segunda etapa (480 dias)

Primera etapa (160 dias) Segunda etapa (480 dias)

Edulcorante *MC ** *MH*H *MH/MC % **kMC* *xMH* **MH/MC %

MEDIADE (g) MEDIADE (g) MEDIA (g/g) MEDIADE (g) MEDIA+DE (g) MEDIA (g/g)
Aspartame:Acesulfame 183.5 £ 16.5 7.11£0.71% 3.87 239.9+29.8 10.08+3.28% 4.20
Acesulfame 185.2+ 13.5 7.01£0.59%® 3.78 230+25.1 9.71£3° 4.22
Control 189.8 + 22.2 6.92+1.03° 3.64 239.3+23.9 9.69+3.24° 4.04
Sucralosa 193 £ 13.4 7.21£0.99° 3.73 242.6+28.5 9.20+2.41° 3.7
Fructosa 196.1 + 14.2 8.64+0.83¢ 4.40 258.2+28.1 11.58+3.22° 4.48
Sacarosa 196.1 £ 22.1 7.78+1.19° 3.96 255.8+27.8 11.01+3.63™ 4.30
Sacarina 196.7 £ 23.2 7.20+1.15%® 3.66 246.7+26.7 10.35+3.48% 4.19
Glucosa 201.7 £ 22 7.44+0.68% 3.68 281.4+30.4 9.98+2.82% 3.54

*DE: Desviacion estandar de los datos al dia 160; ** DE: Desviacion estandar de los datos al dia 160 al dia 480; MC: Masa corporal; MH: Masa del higado;
MH/MC MEDIA: Porcentaje promedio entre la masa del higado con respecto a la masa corporal

Grupos que no comparten la misma letra difieren estadisticamente, método de Duncan al 95% de confianza. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos
que no comparten la misma letra difieren estadisticamente entre si

+ Datos tomados de Méndoza-Pérez (2021)

++ Datos tomados de Berrios-Roque (2021) y de Vega-Jiménez (2019)

+++ Datos tomados de Rosas-Aguilar (2022)

De acuerdo con Mendoza-Pérez (2021) los roedores a los 160 dias 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.
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En relacion con la masa del higado, los analisis de varianza (Tabla 2) 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 0.05. Este analisis indica que probablemente estos dos edulcorantes
pudieran llegar a promover el riesgo de obesidad y de favorecer la esteatosis hepatica (Olguin-B. et
al., 2015). Kumamoto et al. (2013) reportaron que ratas macho adultas con una dieta alta en fructosa
presentaban una mayor relacion masa de higado/masa corporal. Ellos encontraron una relacion,
expresada en porcentaje, del 3.0%. En la presente investigacion el grupo de fructosa tuvo una
relacién masa del higado/masa corporal de 3.2+0.07%.

Tabla 2. Andlisis de varianza, ANDEVA, de la masa del higado de las ratas macho y hembra a los 160
dias de la ingesta de edulcorantes

Fuente | Suma de cuadrados | Grados de libertad | Cuadrado medio | Razon-F | Valor-P |
EFECTOS PRINCIPALES
A: Sexo 595.4 1 595.4 466.96 0.0000
B: Edulcorante 42.3 7 6.04 4.74 0.0003
INTERACCIONES

AB 10.2 7 1.5 1.15 0.3461
RESIDUOS 80.3 63 1.3

TOTAL (CORREGIDO) 732.3 78

Actividad enzimatica de la enzima acido graso sintasa (FAS) en el extracto crudo del tejido
hepatico de las ratas macho y hembra

Ratas macho
En la Figura 1a se presenta la actividad especifica de la FAS por grupo de edulcorante en las ratas
macho después de 160 dias y en la Figura 1b se tiene la misma informacion después de 480 dias.

80

67.3 £ 27.3c
70
54.4 £ 22.1bc
60
46.6 + 21.1bc
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o
§40 30.5 £ 18.8abc
S

22.4 + 8.8ab
30
20 9.6 £ 6.7a
7.4 £ 4.6a
53 +3.3a
10
0 L L
Aspartame:Acesulfame Control Acesulfame Fructosa Sucralosa Glucosa Sacarina Sacarosa

Figura 1a. Grafica de los niveles de actividad enzimatica de la FAS en ratas macho (mU/mg) para los
8 grupos (n=10) después de 160 dias. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos que no
comparten la misma letra difieren estadisticamente entre si
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Para los machos hubo una diferencia significativa (p<0.05) con respecto del grupo control (7.4+4.5
mU/mg) 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) y, para sucralosa (30.5+18.8 mU/mg) y fructosa (22.4+£8.8 mU/mg) con
actividades especificas variables ya que las desviaciones estandar son muy altas (Femi-Oloye et al.,
2020). 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 fosfofructoquinasa (Stanhope et al.,
2009).

De acuerdo con Vega-Jiménez (2019), el grupo que ingirid6 sacarina en su agua potable
(6,822+1,194.6 mL), consumid 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 disminucion 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.

300

232.9 £ 70.7c

250

195.3 *+ 56.1bc

200

mU/mg
g

100

37.2 £ 13.2a

72.6 £ 26.8b
18.9 + 5.6a 21.5 + 10.5a
13.5 £ 6.6a

43.8 £ 22.9b
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Figura 1b. Grifica de los niveles de actividad enzimatica de la FAS en ratas macho (mU/mg) por 8
grupos (n=10) después de 480 dias. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos que no comparten
la misma letra difieren estadisticamente entre si

Para la eutanasia de la segunda etapa, de 0 a 480 dias (Figura 1b), las ratas macho del grupo que
ingiri¢ fructosa fueron las que presentaron los mayores niveles de actividad (232.9+70.7 mU/mg)
como se puede observar. Lo anterior era lo esperado ya que la fructosa durante su metabolismo es
convertida a fructosa-1-fosfato por la fructoquinasa y, posteriormente, es metabolizada a triosas
fosfato, entrando a la via glucolitica. Sirve de esta manera como una fuente no regulada de glicerol-3-
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fosfato y acetaldehido, favoreciendo el proceso de lipogénesis de novo (Bray et al., 2004; Hui et al.,
2014; Keimy Havel, 2013).

Softic et al. (2016) informaron que, a las ratas Wistar macho, cuando se les administréo un 10% de
fructosa en el agua potable durante 48 horas, se les aumento significativamente la sintesis de acidos
grasos de novo porque la enzima acido graso sintasa promovio la esterificacion de los acidos grasos de
novo. En cuanto a la actividad especifica de la sacarina, puede deberse a que la respuesta natural a la
presencia de sabor dulce era la de esperar un aporte energético. Esta respuesta o estimulacion
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 de
ratas que bebieron agua con 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.

Ratas hembra

Para las ratas hembra en la primera etapa (160 dias) hubo una diferencia significativa (p<0.05) de la
actividad enzimatica especifica en los grupos que bebieron edulcorantes nutritivos: Glucosa (80.5+24.9
mU/mg), fructosa (57.3+£20.4 mU/mg) y sacarosa (38.1+12.1 mU/mg) y, para los grupos que
ingirieron agua con sucralosa (29.1+10.8 mU/mg ) y sacarina (25.0+£10.8 mU/mg). Estos grupos
presentaron niveles de actividad enzimatica especifica del doble o0 mas de la actividad obtenida por el
grupo control como se puede observar en la Figura 2a.

Otra de las causas por la que la fructosa incrementd los niveles de actividad de FAS es que activa los
factores transcripcionales lipogénicos SREBPIcy ChREBP (ver Glosario) en el higado, estimulando cada

paso de la lipogénesis de novo, incluida la sintasa de acidos grasos (FAS), que convierte a la acetil-CoA
en triglicéridos (Moore et al., 2014; Softic et al., 2016).
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Figura 2a. Niveles de actividad enzimatica de la FA4S en ratas hembra (mU/mg) por 8 grupos (n=10)
después de 160 dias. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos que no comparten la misma letra
difieren estadisticamente entre si
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Los demas grupos, que fueron distintos al control (13.5+6.6 mU/mg), fueron aquellos que bebieron
glucosa (195.3+£56.1 mU/mg), sacarosa (72.6+26.8 mU/mg) y sacarina (43.8+£22.9 mU/mg). En el
caso de los grupos que ingirieron glucosa y sacarosa también era esperada esta tendencia. De acuerdo
con Hudgins et al. (2008) “el consumo de dietas ricas en hidratos de carbono simples se ha asociado
con el incremento de la lipogénesis de novo hepatica”.

La aspartato aminotransferasa (AS7') es una enzima que se libera con la descomposicion de las células
que contienen transaminasas, por lo que la elevacién de su concentracidon 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 los rifiones, el musculo-esquelético y el cardiaco, el pancreas o el
cerebro, aunque procede principalmente del higado, indicando la destruccidn de las células hepaticas
(Busto-Bea y Herrero-Quirds, 2015). Es recomendable que el parametro de AS7T sanguineo sea
evaluado en futuras investigaciones ya que es un indicador de dafio hepatico. Lo anterior sefiala que el
consumo crénico de sacarina si altera el metabolismo hepatico.

En el caso de las ratas hembra al término del experimento (480 dias) el grupo que bebid glucosa fue
el que presento los mayores niveles (141.8+53.8 mU/mg) de FAS en los extractos hepaticos como se
observa en la Figura 2b.

o 141.8 £53.8C

140

108.8 + 58.8 BC

120

87.1+28.5BC 85.5 + 36.5 BC

80 609+2758B 61.4+2758B

148 £ 8.1A 16.6 £ 6.7 A

0
Aspartame:Acesulfame Control Acesulfame Fructosa Sucralosa Glucosa Sacarina Sacarosa

Figura 2b. Niveles de actividad enzimatica de la FAS en ratas hembra (mU/mg) por 8 grupos (n=10)
después de 480 dias. Diferencias significativas a p<0.05; los grupos que no comparten la misma letra
difieren estadisticamente entre si

El resto de los edulcorantes nutritivos, sacarosa y fructosa, también tuvieron niveles significativamente
mayores al control. A diferencia de los machos, en las ratas hembra todos los grupos que bebieron
edulcorantes no nutritivos, con excepcion del grupo que bebid sacarina, tuvieron niveles
significativamente mayores al control.

Lo anterior hace plantear la hipétesis de que las hembras probablemente sean mas susceptibles a los
efectos adversos del consumo de edulcorantes tanto nutritivos como no nutritivos.
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CONCLUSIONES

Atendiendo el objetivo principal de esta investigacion el cual fue el establecer la existencia de una
sobreestimulacién de la enzima acido graso sintasa (FAS en inglés) con respecto del edulcorante
consumido, comparado con un grupo control a los 160 y 480 dias de experimentacion, simulando las
etapas infantil, juvenil, joven adulta y adulto mayor en seres humanos se puede concluir lo siguiente:

En ambas etapas del experimento el factor edulcorante fue significativo y contribuyd a la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la actividad especifica de la enzima acido graso
sintasa (FAS) en condiciones de ayuno en las ratas hembra y macho a los 160 y 480 dias de
consumo cronico de edulcorantes.

En la primera etapa del experimento (160 dias), las ratas macho de los edulcorantes nutritivos
fructosa, sacarosa, asi como el edulcorante no nutritivo sacarina, presentaron una mayor actividad
especifica de la enzima 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.

En la segunda etapa del experimento (480 dias), las ratas macho del grupo de fructosa fueron las
gue tuvieron el mayor incremento de la actividad enzimatica a pesar de ser el de menor concentracion
entre los edulcorantes nutritivos (7% versus 10 y 14% con respecto a la sacarosa y la glucosa).

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 provocd 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 a través de diversos indicadores como los niveles de aspartato
transaminasa (en inglés AST ), que la sacarina provoca dafios hepaticos. Los edulcorantes no nutritivos
no son inertes pues alteraron el metabolismo hepatico al incrementar los niveles de FASy se observo
a 480 dias.

La tendencia de los niveles de FAS en los extractos hepaticos parece depender del sexo. En las ratas
macho, las que ingirieron sacarina tuvieron niveles significativamente superiores al control. En
contraparte, para las ratas hembra, el grupo que bebid sacarina fue el Unico grupo que no difirié del
control, pero los otros edulcorantes artificiales (no nutritivos) fueron superiores al control.

La recomendacion de la autora y los autores es continuar estudiando los efectos de estos aditivos
quimicos y edulcorantes nutritivos en alimentos y bebidas no alcohdlicas para lograr reducir su
consumo antes de que las personas, especialmente los nifios y los adultos mayores que estan
consumiendo estos edulcorantes tengan después de unos afios dafos en su salud provocados por
ellos.

GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

Término Significado

Acesulfame K Ace de K o0 E950. Es un derivado del acido acetoacético, y es la sal de potasio
del 6-metil-1, 2,3-oxatiazina-4-(3 H)-1,2, 2-didéxido. Es 130-220 veces mas
dulce que el aztcar

ALT Alanina transaminasa en inglés

ANDEVA (ANOVA) Andlisis de varianza en espafol. Por sus siglas en inglés Analysis of variance.
Técnica que permite calcular la probabilidad de encontrar medias muestrales
dispares entre si
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Término Significado

AST Aspartato transaminasa en inglés

ChREBP En inglés Carbohydrate response element binding protein. Proteina de union al
elemento de respuesta a carbohidratos

CICUAL Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la

Esteatosis hepatica

FAS
Lipogénesis

MC MEDIA
Mezcla comercial
acesulfame-
aspartame

MH MEDIA
MH/MC MEDIA
mU

m/v
NADPH

Obesidad

OMS

RIPA®

rpm

Sacarina

SREBPIc

Sucralosa

Facultad de Quimica de la UNAM. Creado con el proposito de promover y
verificar el cuidado humanitario de los animales utilizados en la investigacion
biomédica

Es una enfermedad hepatica grasa no alcohdlica. Su prevalencia aumenta con
la edad, la obesidad y esta fuertemente asociada con la presencia de sindrome
metabdlico y aumento de la mortalidad cardiovascular y por enfermedades
malignas. Se produce por una acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos
relacionada con insulinorresistencia hepatica y muscular (Graffigna et al.,
2017)

En inglés Fatty Acid Synthase. Sintasa de acidos grasos

La lipogénesis es un proceso metabdlico 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)

Masa corporal promedio (Tablas 1a,b)

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

Masa de higado promedio (Tablas 1a,b)

Proporcién promedio de la masa del higado con respecto a la masa corporal
de cada espécimen (Tablas 1a,b)

Miliunidad de actividad enzimatica, cantidad de enzima que cataliza la
convercion de un micromol de sustrato por minuto

Porcentaje de masa volumen

Siglas en inglés para nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

Acumulacion anormal o excesiva de grasa con un indice de masa corporal >
30 kg/m?; es una enfermedad crénica caracterizada por el almacenamiento en
exceso de tejido adiposo en el organismo, acompaifiado de alteraciones
metabdlicas, que predisponen a la presentacion de trastornos que deterioran
el estado de salud

Organizacion Mundial de la Salud

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

Abreviatura de revolucion por minuto. Unidad de frecuencia utilizada para
expresar velocidad angular o el nimero de rotaciones completadas cada
minuto por un cuerpo que gira

Sulfamida, cuyo atomo de hidrégeno es algo acido y forma sales facilmente.
La sacarina es aproximadamente 300 veces mas dulce que el azlcar, tiene un
indice glucémico cero, pero presenta un gusto metdlico en altas
concentraciones

En inglés Stero/ regulatory element-binding protein. Proteina de unidn al
elemento regulador de los esteroles

Es un compuesto de 1,6-dicloro-1,6-dideoxy-p-D-fructofurano-sil-4-cloro-4-
deoxy-a-D-galactopiranodsido, obtenido por la halogenacion selectiva de la

Revista Ambiens Techné et Scientia México

ISSN 2954-3622 11(2) 2023



224

Término Significado

molécula de sacarosa. Es 600 veces mas dulce que el azlcar

Teklad Global 185® Teklad Global 18% Protein Rodent Diet (Sterilizable), es una dieta de formula
fija, esterilizable en autoclave, fabricada con ingredientes de alta calidad y
disefiada para apoyar la gestacion, la lactancia y el crecimiento de roedores
Wistar (Envigo, 2015) que fue sustituida en las Ultimas ocho semanas del
experimento por la dieta de caracteristicas similares de composicion y
contenido energético disponible en México 5001 Rodent Diet® al salir la
empresa Envigo de México

UNAM Universidad Nacional Auténoma de México
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