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Resumen

El consumo de edulcorantes nutritivos se ha asociado con dafos a la salud de quienes los consumen exageradamente. Derivado
de ello, la regulacion de alimentos ha sufrido diversos cambios en su normativa, destacando la industria de bebidas no
alcohdlicas que ha implementado entre sus formulaciones el uso de edulcorantes no nutritivos como una opcidon hacia el
consumo de este tipo de glicidos. A pesar de que estos edulcorantes y conservadores han sido aprobados por diversas
regulaciones siguen generando controversia por reportar efectos cancerigenos a altas dosis, cambios en la microbiota intestinal,
incrementos en los niveles de glucosa en sangre o diversas alteraciones metabdlicas. Sobre este Ultimo tema, en esta
investigacion se planted la medicion de los niveles de la actividad enzimatica de la glucoquinasa, GK (primera enzima en actuar
en la glucdlisis) en el tejido hepatico para evaluar el efecto del consumo de edulcorantes. Hubo 8 grupos con 80 ratas (40
hembra y 40 macho) y 2 grupos basales (10 machos y 10 hembras) para contar con un total de 100 ratas de la estirpe Wistar.
Al obtener los resultados de la actividad enzimatica se compararon con respecto de un grupo control (ratas que bebieron
solamente agua potable) y que, de esta manera, fuera posible evaluar el incremento o decremento de esta actividad por el
consumo de estos edulcorantes. El estudio abarcd una duracién de 160 dias!® y a su término se realizd una eutanasia
humanitaria en donde se extrajeron los higados para la realizacion de este estudio. Los edulcorantes suministrados en este
periodo fueron: Glucosa 14%, fructosa 7%, sacarosa 10%, acesulfame de K 0.05%, mezcla de aspartame:acesulfame de K
1.55%, sacarina 0.033% y sucralosa 0.017%. Entre los resultados destacables se observaron que, para las ratas macho que
bebieron sacarina y sucralosa, si hubieron diferencias significativas con respecto del grupo control reportando incrementos en
los niveles de actividad de la GK. Para las ratas hembra, a pesar de no contar con una diferencia significativa en cuanto a la
actividad de la GK entre edulcorantes nutritivos y no nutritivos con respecto del grupo control, si la hubo entre los edulcorantes
no nutritivos (acesulfame de K y sacarina con respecto de la sucralosa). Al aplicarse un analisis multifactorial en donde se
relaciond el edulcorante consumido versus el sexo hembra o macho, no hubieron diferencias significativas entre el tipo de
edulcorante consumido, pero si con el factor sexo. Lo anterior da a comprender que el género si es una variable para la
actividad de la GK.
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Abstract
The consumption of nutritive sweeteners has often been associated with harm to the health of those who consume them.
Derived from this, food regulation has undergone various changes in its regulations, highlighting the non-alcoholic beverage
industry that has implemented the use of non-nutritive sweeteners among its formulations as an alternative to the consumption

10 Aunque se planearon cinco meses para la eutanasia debido a disponibilidad del personal realmente fueron 160 dias para ella (nota de los
autores)
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of this type of carbohydrates. Despite the fact that these sweeteners and preservatives have been approved by various
regulations, they continue to generate controversy for reporting carcinogenic effects at high doses, changes in the intestinal
microbiota, increase in blood glucose levels or various metabolic alterations. Regarding this last topic, in this investigation the
measurement of the levels of the enzymatic activity of glucokinase, GK (first enzyme to act in glycolysis) in the liver tissue was
carried out to evaluate the effect of the consumption of sweeteners. There were 8 groups of 80 rats (40 female and 40 male)
and 2 basal groups (10 males and 10 females) for a total of 100 rats of the Wistar strain. When obtaining the results of the
enzymatic activity, they were compared with respect to control groups (rats that drank only drinking water) and, in this way, it
was possible to evaluate the increase or decrease of this activity due to the consumption of these sweeteners. The study
covered a duration of 160 days'* and at the end of this a humane euthanasia was performed where the livers were extracted for
the realization of this study. The sweeteners supplied in this period were: Glucose 14%, fructose 7%, sucrose 10%, acesulfame
K 0.05%, mixture of aspartame: acesulfame K 1.55%, saccharin 0.033% and sucralose 0.017%. Among the notable results, it
was observed that, for the male rats that drank saccharin and sucralose, there were significant differences with respect to the
control group, reporting increases in GK activity levels. For female rats, despite not having a significant difference in terms of GK
activity between nutritive and non-nutritive sweeteners with respect to the control group, there was one between non-nutritive
sweeteners (acesulfame K and saccharin relative to sucralose). When applying a multifactorial analysis where the sweetener
consumed was related to the female or male sex, there were no significant differences between the type of sweetener
consumed, but there were in the sex factor. This suggests that gender is indeed a variable for GK activity.

Keywords: Sweeteners, glucokinase GK, liver tissue

INTRODUCCION

Los gltcidos son uno de los macronutrientes preferidos en la dieta no solamente por su importancia en
cuanto a la obtencion de energia, sino también por la sensacion que transmiten al entrar en contacto
con los receptores de las células de las papilas gustativas donde, por medio de una serie de
reacciones, son estimuladas las neuronas sensoriales (Figura 1).
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Figura 1. Activacion de estimulo dulce por parte de la sacarosa (azucar) en las células gustativas (Fox, 2017)

Los glucidos, derivados de la glucosa, aportan 4 kcal/g y se encuentran disponibles en productos tanto
de manera natural (frutas y verduras) como adicionada en productos industrializados (bebidas
endulzadas, golosinas, cereales para desayuno, bizcochos y dulces, entre otros). Dentro de los
glicidos se encuentran los diglicidos como la maltosa, la lactosa y la sacarosa, y los monogldcidos
como la galactosa, fructosa y glucosa, responsables de multiples tareas tales como de biosintesis,
homeostasis, produccion y almacenamiento de energia, entre otros.

11
Although five months were planned for euthanasia, due to staff availability, it was actually 160 days for it (note from authors)
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Glucolisis

La glucdlisis se basa en una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente dentro del citosol que
extraen energia de la glucosa al romperla en dos moléculas de tres carbonos llamadas piruvato. La
glucdlisis consiste en diez pasos divididos en dos fases. La “fase preparatoria” donde la glucosa es
atrapada dentro de la célula y usa energia para transformarse en gliceraldehido 3-fosfato y la “fase de
beneficios” donde se extrae energia a través de la conversidn oxidativa del gliceraldehido 3-fosfato en
piruvato con formacion de A7Py NADH (Nelson y Cox, 2019).

Enzima glucoquinasa ( GK)

La glucoquinasa (GK) tiene como funcion catalizar la transferencia del grupo fosforilo del complejo
ATP-Mg al sexto carbono de la glucosa para formar la glucosa-6-fosfato (G6P) durante la “fase
preparatoria” de la glucdlisis, siendo la primera enzima en actuar ante una variacion en los niveles de
glucosa en sangre.

Se expresa principalmente en el higado y pancreas. En las células del higado, la GK regula el nivel en
el que se llevara a cabo la glucdlisis. En contraste, en las células a y B del pancreas, la concentracion
de glucosa en sangre es regulada a través de la liberacion de glucagdn e insulina (Li et al., 2018). La
GK se caracteriza por tener una baja afinidad por la glucosa y no inhibirse a concentraciones
fisiolégicas de glucosa 6-fosfato, por lo que la interaccién glucosa-GK solamente se llevara a cabo
cuando las concentraciones de glucosa sean elevadas en sangre.

La GK presenta una conformacion que cambia en funcién de la concentracién de la glucosa. Para altas
concentraciones, la glucosa y el A7P se unen al sitio catalitico de la GK'y pasa de su conformacion
estandar denominada “cerrada” a otra denominada “abierta” (Figura 3). Cuando la concentracion de
glucosa es baja, la GK presenta una conformacién denominada “super abierta”, en la cual sufre una
reorganizacion considerable, donde el sitio de unidn de la glucosa muestra una disrupcién y se une a la
proteina reguladora de la glucoquinasa (GCKR) (Van Schaftingen, 2020).
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Figura 3. Cambio conformacional de la GK'en funcién de la concentracion de glucosa (Van
Schaftingen, 2020)

La actividad de la GK'se regula principalmente por la insulina y el glucagén, donde su principal funcién
es la de mantener la concentracion de glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dL
(Olivares-Reyes y Arellano-Plancarte, 2008). La insulina es liberada por la estimulacion del pancreas
por la hormona péptido insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP), sintetizada por las células K
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presentes en el duodeno y yeyuno y por el péptido similar al glucagén-1 (GLP-1). Esta hormona es
producida por las células L endocrinas epiteliales intestinales como respuesta a un incremento en los
niveles de glucosa en sangre con el fin de disminuir su concentracion a sus niveles normales (Escalada,
2014; Kim y Egan, 2008).

El principal mecanismo de secrecion de insulina es a través de su liberacion por los niveles elevados de
glucosa plasmatica. En las células B pancreaticas una vez que ingresa la glucosa a la célula es captada
por la GK y fosforilada en glucosa-6-fosfato (G6P). Posteriormente, la G6P pasa por la via de la
glucdlisis para ser transformado en piruvato e ingresa a la mitocondria para pasar por el ciclo de
Krebs. Esto ocasiona un incremento de los niveles de ATP/ADP. El incremento de la relacion ATR/ADP
provoca el cierre del canal de potasio (K) sensible a A7P, despolarizando la membrana y abriendo el
canal de calcio (C&7*) dependiente del voltaje. El ingreso de calcio provoca, después de una serie de
reacciones en cadena, la exocitosis de la insulina (Santamaria-Duque, 2022). En la Figura 4 se
ejemplifica todo este proceso.

K Ca?*

Canal de Ca?"
T dependiente de vollaje

Canalde K’
sensible a ATP
Despolarizacion

) 2+
'AT!’#ADP o
f N w "
/' Mitocondria @AM \
' Factores de E
Piruvato ~——transcripcién 9@2 @@ | Insulina
Glucosa-6-fostato insulares /' @ g
r Glucocinasa / = Gréanulos

Nicleo secretorios

Figura 4. Mecanismo de secrecion de la insulina donde SUR son los receptores de las sulfonilureas
(medicamentos que promueven la produccion de insulina, ver Glosario) en el organismo (Contreras et
al., 2002; Santamaria-Duque, 2022)

Por el contrario, el glucagdn se encarga de incrementar los niveles de glucosa en sangre y es liberado
de manera muy similar a la insulina por las células alfa a través de una estimulacion en el canal de
potasio dependiente de A7P (Ku7»), €l cual sitla el potencial de membrana celular en un rango que
permite la apertura de canales de sodio (Na*) y de calcio (Ca7) (Tuduri-Lopez, 2009). El aumento en
la concentracion intracelular de estos 2 iones despolariza la membrana e incrementan la conductancia
al Ca*? (Lima-Martinez et al., 2011). Ambas hormonas regulan la homeostasis de la glucosa a través
del incremento y la reduccién de su concentracion en el plasma sanguineo. Por ello, a mayor
concentracion de insulina, la GK se encontrara mas activa, mientras que, a mayor concentraciéon de
glucagon, su actividad sera menor (Nirmalan y Nirmalan, 2020; Zazueta, 2007).

Cabe mencionar que otras formas de regulacién de la actividad de la GK viene dada por la proteina 6-
fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa (PFK2/FBP2) y la proteina reguladora de glucoquinasa
(GKRP) a través de la formacion de complejos entre ellas con la GK en funcion de la concentracion de
glucosa en el plasma (Agius, 2016; Sternisha y Miller, 2019; Van Schaftingen, 2020).
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Edulcorantes no nutritivos

Los edulcorantes no nutritivos son moléculas que cuentan con las mismas caracteristicas que los
glicidos para impartir un sabor dulce, con la diferencia de que, segun sus fabricantes, no son
absorbidos por el organismo. Desde hace varias décadas se ha intentado reducir el consumo de los
glicidos a través de estos edulcorantes que, como son potenciadores del sabor dulce se encuentran
muy por arriba del valor de los glicidos naturales, aportan un bajo contenido energético y, por ello,
son requeridos en bajas cantidades para su adicidn en alimentos lo que reduce sus precios, aun
adicionando un conservador para sustituir al azlcar, el clasico conservador (Bassoli y Merlini, 2003).

En la Tabla A se muestra una comparativa del dulzor relativo de distintos edulcorantes nutritivos y no
nutritivos (Healsted, 2019; Tiefenbacher, 2017).

Tabla A. Dulzor relativo de distintos educorantes (Tiefenbacher, 2017)

Edulcorante Dulzor relativo
Acesulfame de potasio 130-200
Aspartame 120-220
Eritritol 0.5-0.6
Fructosa 0.8-1.7
Glucosa 0.6-0.75
Jarabe de maiz de alta fructosa (42% de fructosa)* 0.83-0.93
(55% de fructosa considerando a 42% = 1* 1.0-1.1
(90% de fructosa considerando a 42% = 1)* 1.2-1.6
Lactosa 0.2-0.4
Maltodextrina 0.1
Sacarina 200-700
Sacarosa 1 (base unitaria)
Sorbitol 0.5-0.6
Sucralosa 400-800
Stevioside 300
Xilitol 0.9-1.0

*Tomados de Helstad, 2019 (comparados con una solucién de sacarosa al
15% para el valor de 1)

Segun el autor Tiefenbacher (2017): “la Unica forma de comparar al azlcar con otros edulcorantes es
mediante evaluacion sensorial, realizada principalmente probando soluciones, ya sea al 10% de
sacarosa en agua o a algun otro porcentaje. En la comparacion, a la sacarosa se le asigna el valor 1 o
100. La degustacion se lleva a cabo en condiciones definidas. Los factores que afectan la impresion de
dulzor, ademas de la concentracion, son la temperatura, el pH, la presencia de otros componentes, la
sensibilidad del individuo y si el individuo estd entrenado o no (Nordic Sugar, 2009, una empresa
danesa). A temperaturas mas altas, por ejemplo, se reduce considerablemente el efecto dulzor de la
fructosa. Los datos relativos al dulzor (Tabla 1) deben considerarse con cuidado. La impresion
sensorial en matrices solidas como, por ejemplo, alimentos de panaderia, puede diferir
considerablemente de la de una solucion de aziicar en agua pura. En la literatura cientifica se
encuentran diferentes valores de dulzor relativo debido a la subjetividad de los métodos sensoriales
(Shallenberger, 1993; Taste Chemistry; Springer Science)".

Evidentemente, a pesar del amplio uso que tienen en el mercado de alimentos, los edulcorantes que
pretenden y, de hecho, estan sustituyendo al azicar de cafia o de remolacha usando a sus
consumidores como modelos de laboratorio, todavia son objeto de controversias sobre cual es la
influencia que presentan al interactuar con la microbiota intestinal, el balance de energia, el apetito, la
saciedad y la ganancia de masa corporal (Bian et al., 2017; Carraro-Foletto et al, 2016; de-Matos-Feijo
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et al., 2013; Martinez et al., 2010; Mendoza-Pérez, 2017; Niu et al., 2012; Palmnas et al., 2014; Suez
et al., 2014; Swithers y Davidson, 2008; Swithers et al., 2009; 2010; 2013).

Por esta razon, el grupo de investigacion que inicid estos estudios a principios del siglo XXI, ha tenido
como objetivo evaluar la inocuidad de estos edulcorantes diferentes del azlcar usando a modelos
animales y, en particular, a la rata Wistar (Berrios-Roque, 2021; Campos-Acevedo, 2017; Carrillo-
Nufiez, 2011; Castro-Reyes, 2022; Espinoza-Pérez y Garcia-Sanchez, 2018; Flores-Serrano, 2022;
Gonzalez-Filomeno, 2007; Guzman-Goémez, 2013; Martinez et al., 2010; Mendoza-Pérez, 2017, 2021;
Negrete-Lira, 2022; Nieto-Bejarano, 2014; Orta-Méndez-y-Sanchez, 2016; Reyes-Diaz y Pérez-Rico,
2010; Reynoso-Amado, 2022; Robles-Sanchez, 2022; Rodriguez-Ramirez, 2022; Rosas-Aguilar, 2022;
Sanchez-Gonzalez, 2021; Soto-Gonzalez, 2022; Soto-Medina, 2022; Tercero-Reyes, 2021; Vega-
Jiménez, 2019).

Para esta fase de la investigacion, el objetivo fue evaluar el efecto del consumo de edulcorantes sobre
los niveles de la actividad enzimatica de la glucoquinasa, GK (primera enzima en actuar en la
glucdlisis) aislada del tejido hepatico.

METODOLOGIA
Modelo animal

Se emplearon 80 muestras de tejido hepatico provenientes de una eutanasia humanitaria realizada a
los 160 dias de experimentacion en donde 40 machos y 40 hembras de la estirpe Wistar fueron
seleccionados de manera aleatoria de entre una poblacién de 160 ratas. Adicionalmente, se cont6 con
20 muestras de tejido hepatico correspondientes a 10 ratas macho y 10 ratas hembra que se
encontraba@? recién destetadas (denominadas “basales”). Todas las ratas ingirieron la dieta Teklad
Global 18S”.

Las soluciones de suministro fueron edulcorantes nutritivos y no nutritivos en agua potable. Los grupos
de edulcorantes que se bebieron durante la experimentacion fueron: Sacarosa (10%), glucosa (14%),
fructosa (7%), sucralosa (0.017%), acesulfame K (0.05%), sacarina (0.033%), mezcla comercial de
aspartame con acesulfame (Mezcla) (1.55%) y un grupo control de agua potable sin edulcorante. La
concentracion de las soluciones fue establecida con base en el porcentaje que presentan las bebidas
endulzadas no alcohdlicas comerciales y a su ingesta diaria admisible (IDA) (Mendoza-Pérez, 2021).

La eutanasia humanitaria se realizd de acuerdo con las disposiciones de la NOM-062-ZO0O-1999:
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (DOF,
1999).

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

e Edulcorante
e Sexo de larata

El factor “edulcorante” contd con 9 niveles que corresponden a los siete grupos de edulcorantes
manejados mas el grupo control al cual le fue suministrada agua potable y otro grupo de ratas recién
destetadas que se denomind grupo basal. El factor “sexo de la rata” contdé con 2 niveles: Macho y
hembra. Todos los grupos tuvieron una n=>5 por grupo/sexo excepto el grupo basal que contd con una
n=10 por grupo/sexo dando un total de 100 ratas (N=100): 50 ratas hembra y 50 ratas macho. La
variable de respuesta fue la actividad especifica de la glucoguinasa GK expresado en mU/mg, donde:
U= Actividad enzimdtica de glucoquinasa.
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Determinacion de la actividad enzimatica de la glucoquinasa ( GK)

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

ATP  ADP
Glucosa _ N/, Glucosa 6-fosfato

Glucoquinasa

Gl 6-fosfat NADP™ NADPH+H' ¢ tosfogl lact
UcCosa o-rosrato U -fosrogliuconolactona

»

Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa

La mezcla de reaccidn contiene 4.8 mL de solucion amortiguadora de 77is 75 mM a pH=9.0, 0.2 mL de
B-D (+) — Glucosa 360 mM, 0.2 mL de A7P 120 mM, 0.2 mL de MgCl, 600 mM y 0.2 mL de NADP" 27
mM. Se colocan 560 L de mezcla de reaccién y 20 WL de una solucidén enzimatica de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G-6-F-DH) (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.), cuya actividad enzimdtica se debia
encontrar a 100 U/mL en una celda de metacrilato para UV-Vis. A la mezcla anterior se le da lectura a
340 nm durante 5 minutos para obtener una linea base. Posteriormente, se afiaden en la misma celda
20 pL de solucidon 7ris base 50 mM a pH=8.5 y se mezcla nuevamente por inversion, leyéndose en el
espectrofotdmetro a 340 nm durante 5 minutos para generar el blanco de reaccion. En una nueva
celda se colocan 560 pL de la mezcla de reaccion, 20 pL de G-6-F-DH y 20 uL de extracto de tejido
hepatico y se registra la absorbancia a 340 nm en el espectrofotdbmetro durante 5 minutos. A partir de
estas lecturas se obtiene la velocidad inicial en Aabss4onm/Min, tanto para la muestra del extracto
hepatico, como para el blanco con la parte lineal de la curva de avance de reaccion. Los valores de
Aabs se utilizan para calcular la actividad enzimatica (U) por mililitro de extracto empleando la
Ecuacion 1:

U/mL= [(AabszqnmMmuestra — Aabssgonmblanco) *(0.6 mL)*(fd)] / [(6.22) *(0.02 mL)] Ecuacion 1

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

Una vez obtenidas la actividad enzimatica y la concentracion de proteinas de los extractos hepaticos,
se establece la actividad especifica de la GK aplicando la Ecuacion 2:

U/mg = (U/mL) / (Conc. proteinas [mg/ml-] Ecuacion 2

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

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

a) Independencia de muestras

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

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

En la Figura 5 se muestra el arbol de decisiones que se disefid para simplificar la forma de trabajo,
las condiciones que se requerian en los datos y las pruebas utilizadas.

(Todos los grupos de edulcorantes tienen
una distribucién normal?

(Prueba de Shapiro-Wilk)
No Si

| v

- Prueba de mediana de Mood o (Existe igualdad de varianza
Kruskal Wallis (Homocedasticidad)? j
- Determinacién de grupos (Prueba de Levene)

homogéneos por grifica de cajasy Nlo Si

bigotes
- Prueba de Welch - ANDEVA simple

- Prueba de Games-Howell Prueba de rangos miltiples
(Duncan)

Figura 5. Arbol de decisiones para el manejo de datos estadisticos y pruebas realizadas
Los tratamientos estadisticos que se llevaron a cabo fueron los siguientes:

e Identificacion de datos atipicos o aberrantes por estimacién de sigma basada en la desviacion
absoluta de la media (Z-DAM), empleando el software Statgraphics Centurion XVI.

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

e Para aquellos datos que no siguieron una distribucion normal, fue necesaria la realizacion de la
prueba de las medianas de Mood y de rangos multiples, las cuales permiten evaluar la hipdtesis
de que las medianas de todas las muestras son iguales realizando comparaciones sobre cuales
son diferentes entre si, respectivamente.

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

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

e Para los grupos que no cumplieron los requisitos establecidos para el analisis de varianza, se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, la cual evalla la hipétesis de la igualdad de medianas para
todos los grupos. Para esta prueba se empled el software Statgraphics Centurion XVI,

e Andlisis de varianza (ANDEVA) multifactorial relacionando grupo y sexo. Para esta prueba se
empled el software Statgraphics Centurion XVI.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Realizacion de curva patrén de globulina

A partir de una solucidn de globulina, se construyd una curva patron mediante el método
espectrofotométrico de Bradford (Kruger, 2009), con la finalidad de poder cuantificar las proteinas en
el tejido hepatico de las ratas. Los resultados se presentan en la Tabla 1 y en la Grafica 1. Con los
datos obtenidos de la curva patrén se obtuvo la Ecuacion 3.

Tabla 1. Datos de la curva patron de globulina
Abs 2 Abs 3 Abs Coef var
Globulina Concentracion Abs 1 (595 (595 prom

Tubo

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

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

i,

Absorbancia (595 nim )
i,
. ]

0.05

fanc A4 andrc ana
301 G015 $.02

Globulina (pg/pL)

Grafica 1. Curva patrén de globulina para la cuantificacion de proteinas en tejido hepatico
(Linealidad de la curva: R* = 0.9911)

Abs = 11.553*(Conc.) + 0.0016 Ecuacion 3
Cuantificacion de proteinas en tejido hepatico
Con la obtencion de los extractos hepaticos, se procedié a cuantificar el contenido de proteinas en
cada uno de ellos. La medicion de las muestras se realizd igualmente por el método de Bradford. A
continuacién, se muestra un ejemplo de calculo de la muestra H70 del grupo de fructosa.
Despejando de la Ecuacidn 3 se tiene:

Conc. Prom. yyestra= (Abs. Prom. nyestra — 0.0016) / 11.553 Ecuacion 4

Conc. Prom. {70 Fructosa = (0.149 — 0.0016) / 11.553 = 0.0127 pg/uL
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Considerando la dilucién que se realizd de 1:10,000 se tiene:
Conc. Prom. y7¢ Fructosa = (0.0127 pg/1puL) * (10,000uL/1uL) = 127.29 pg/pL

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

Determinacion de la actividad enzimatica de la glucoquinasa

Las Graficas 2 y 3 muestran un ejemplo de las curvas de avance de reaccion para las muestras blanco
de tejido hepatico y sus triplicados para la muestra H70 del grupo de fructosa. Usando la ecuacion de
la curva de reaccién de la muestra blanco y de extracto hepatico, junto con el método de regresion
polindmica, se aplicd la primera derivada (dx) para obtener la pendiente de la recta tangente
evaluandose al tiempo 0. Lo anterior permitid calcular la velocidad inicial (Aabs/min) (Fasold y
Gundlach, 1974). La sustitucion de estos valores de absorbancia sobre la Ecuacion 1 dio los valores de
actividad enzimatica (U) para cada muestra y, con la Ecuacion 2 y los valores de concentracion de
proteina se obtuvo la actividad especifica (U/mg). Debido a que el valor de actividad enzimatica en
extractos crudos sin purificar fue bajo, se prefirié expresar el resultado en mU/mg en lugar de U/mg,
ya que en el analisis estadistico fue empleada la concentracién de mU/mg:

U/ML 170 Fructosa = [(0.0793 — 0.0018)*(0.6 mL)*(4)] / [(6.22)*(0.02 mL)] = 1.495 U/mL

U/ Mg 470 Fructosa = (1.495 U/mL) / (127.29 mg/mL) = 0.0117 U/mg=11.7 mU/mg

- 0 Absl
_&% ﬁ“5 04bs2
£ 035 I £ 0ls e
no y=0.0018  0.0107 o
O .25 P 0
n R =(0.9866 ~ 04 Y= 000018 -0.0022¢ + 00137 -0.0405:2  0.0793¢ + 03637
2 915 2 RE=0.0988
:r_ ) 035 L ) y= 00000 -0.0019¢ = 0.0110¢ - 0.0371x2 + 0.08 + 03027

1 s ————m— “ =053
005 0 y=0.0001x - 0.0021x" + 00124 - 0.0368x* + 0.077x + 0.3696
s 1 1 C : - R=00998
0 L L } _ 4 : b 0 1 2 3 4 3 6
Tiemao (min] Tiempo (min)
Grafica 2. Curva de avance de reaccion de un Grafica 3. Curva de avance de reaccion de
blanco de reactivos muestra de rata hembra que ingirié Fructosa

Analisis estadistico de la actividad enzimatica

En las Tablas 2 y 3 se muestran las medias de la actividad enzimatica especifica (mU/mg) vy la
desviacion estandar de cada uno de los grupos de edulcorantes para las ratas macho y hembra,
respectivamente.

Debido a que los valores de la actividad especifica en ratas macho no presentaron un comportamiento
normal se recurrié a hacer su analisis a través del uso de las medianas + la DAM (Desviacion Absoluta
de la Mediana) para evaluar la hipotesis de que todas las medianas eran iguales. El resultado de esta
prueba reporto diferencia significativa entre los grupos.
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Tabla 2. Mediana por grupo de actividad especifica (mU/mg) de la glucoquinasa de ratas macho

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

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

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

Tabla 3. Media por grupo de actividad especifica (mU/mqg) de la glucoguinasa de ratas hembra

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

Sucralosa 7.44 £ 1.22 A

Basal 8.38 +£ 3.03 A

Mezcla 8.43 + 3.47 AB

Fructosa 8.96 + 2.39 AB

Sacarosa 9.11 + 3.43 AB

Control 9,12 + 3.97 AB

Glucosa 10.03 + 4.46 AB

Ace K 10.80 + 1.58 B

Sacarina 10.85 = 0.60 B

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

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

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

(GK).

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

Estos resultados coinciden parcialmente con lo reportado con Mendoza-Pérez et al. (2022), ya que, si
bien los valores no son idénticos, la tendencia general que se sigue en ambas investigaciones es
similar. El grupo control presentd los valores mas bajos y el grupo fructosa los valores mas elevados,
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esto exceptuando al grupo sucralosa donde la tendencia discrepa de los resultados reportados por
Mendoza-Pérez et al. (2022). Se necesitaran de futuras investigaciones para aclarar estas
discrepancias.

En el caso de las ratas hembra cuyos valores de actividad especifica no contaron con un
comportamiento homocedastico, fue necesario hacer la prueba de Welch para evaluar la hipotesis de
que todas las medias fueron iguales. El resultado arrojo un valor de P menor al de 0.05, lo cual indicd
la existencia de diferencias estadisticamente significativas en las medias de la actividad especifica, con
un nivel del 95.0% de confianza.

En las ratas hembra, el grupo que presento los niveles mas altos de la actividad especifica fue el que
bebid sacarina con 10.85+0.60 mU/mg, mientras que el que presentd los niveles mas bajos fue el de
sucralosa con 7.44+1.22 mU/mg. No obstante, estadisticamente, ningiin grupo presenté diferencia
significativa con respecto del grupo control, sin embargo, si existieron diferencias significativas entre
los grupos sacarina (10.85+0.60 mU/mg) y Ace K (10.80+1.58 mU/mg) con respecto con de los
grupos de sucralosa (7.44+1.22 mU/mg) y el grupo basal (8.38+3.03 mU/mg).

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

Para el caso del grupo que ingirid sucralosa se han presentado resultados completamente diferentes a
los de las ratas macho y a la investigacién paralela a esta (Mendoza-Pérez et al., 2022). En 2021
aparecio un articulo de revision bibliografica donde se exploran los efectos de los edulcorantes
artificiales e incluye a la sucralosa sobre la inflamacion intestinal tomando 166 estudios publicados
sobre ratas, ratones y seres humanos mencionando lo siguiente (Basson et al., 2021):

“La sucralosa pasa principalmente sin absorberse a través del tracto gastrointestinal (TGI) y se recupera
estructuralmente sin cambios en las heces (70-90%) y la orina (14.5%) (27, 33'%). Los datos de espectrometria de
masas indican que algunas moléculas de sucralosa se alteran quimicamente a medida que pasan por el TGI de los
roedores (54, 55), lo que sugiere metabolismo y produccion de metabolitos secundarios. La pequefia proporcion
de sucralosa que sec absorbe se elimina en su mayor parte sin cambios en la orina, aunque se han detectado dos
conjugados de glucurénido de sucralosa (que representan ~2.6% de la dosis administrada) después de una dosis
oral unica en voluntarios sanos (33). Curiosamente, se han informado aumentos en la masa corporal, no
atribuidos a la ingesta de alimentos, en ratones a los que se administré6 Splenda en dosis “bajas” (100 mg/kg
masa corporal/dia), pero no en dosis “altas” (300, 500 y 1000 mg/kg) (56). Los estudios en humanos, animales e
in vitro sugieren que la sucralosa reduce el desarrollo bacteriano (1, 56, 57), puede inhibir o promover
selectivamente ese crecimiento bacteriano (29) y promover la disbiosis intestinal (33, 49), lo que coincide con la
observacion de que las bacterias en un cultivo no utilizan sucralosa como fuente de carbono (58, 59). La
sucralosa puede aumentar la resistencia a los antimicrobianos de Escherichia coli y la frecuencia de mutaciones
a los antimicrobianos (60) e inhibir la fisiologia bacteriana de la diferenciacion de las cianobacterias filamentosas
y la induccion de capas de polisacaridos (61). La sucralosa provoco fuertes efectos bacteriostaticos en especies
de Streptococcus (29, 62) debido a su capacidad para prevenir la absorcion de sacarosa (aziicar de mesa) en la
mayoria de los microorganismos (29). Mecanisticamente, la sucralosa inhibe a la invertasa bacteriana y a la
sacarosa permeasa, dos enzimas incapaces de catalizar la hidrdlisis o el transporte transmembranal de la
sucralosa (29). Es posible que las células bacterianas puedan internalizar la sucralosa, haciéndolas susceptibles a
los efectos quimicos del compuesto (63). ...”

Y sobre el metabolismo del triptofano:

12 . o . . . .z
Las referencias de estas citas textuales se presentan al final de las referencias de esta contribucion
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“El metabolismo del triptéfano a través de las vias de la quinurenina desempefia un papel importante en la
inflamacion y la inmunidad (82-84). Se han informado alteraciones en el metabolismo del triptéfano, luego del
consumo cronico de sucralosa (5) o sacarina (4) en niveles equivalentes a la IDA humana aprobada por la FDA,
en el microbioma intestinal del raton C57BL/6J. En concreto, en las heces, la sucralosa alteré cuatro compuestos
que modulan la inflamacién; L-triptéfano, acido quinolinico, acido 2-aminomucdnico (todos aumentados) y acido
quinurénico (disminuido) (5). Es de destacar que se ha informado que el 4cido quinolinico es proinflamatorio,
mientras que el acido quinurénico es antiinflamatorio y neuroprotector (85). Los metabolitos del metabolismo de
la tirosina también se alteraron, con aumentos de L-tirosina y disminuciones de acido p-hidroxifenilacético y
acido cindmico (5); Se sabe que este Gltimo suprime la produccion de especies reactivas de oxigeno (86)..."

Sobre la bilis senalan estos autores:

“La sucralosa ha alterado el perfil de 4cidos biliares in vivo. En ratones C57BL/6J, la suplementacion con
sucralosa durante 6 meses (1.5 mg/mL en agua potable) aumento el acido 3-oxo-4,6coladienoico y redujo la
3a,7b,12a-trihidroxioxocolanil-glicina y el 3b,7a-dihidroxi-5-colestenoato y acido litocélico (5). En otro estudio,
la suplementacion con sucralosa durante 6 semanas en la misma dosis en ratones C57BL/6 antes de la induccion
de la colitis redujo la desactivacion de las proteasas digestivas mediadas por la bilirrubina desconjugada (6).
Otros estudios en ratas han demostrado que la sucralosa o sacarina (6 semanas) aumentaron significativamente la
quimotripsina y tripsina fecal y disminuyeron la f-glucuronidasa, una enzima necesaria para la desconjugacion de
la bilirrubina conjugada (57, 126)..."”

Sobre el:

“Receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR)-alfa: El receptor alfa activado por proliferador
de peroxisomas (PPAR) es un factor transcripcional activado por ligando que regula la expresion del gen de
oxidacion beta de acidos grasos y es un importante regulador de la homeostasis energética. PPARa es un tejido
predominantemente expresado con un alto nivel de catabolismo de acidos grasos, como en el higado, el corazon,
los musculos y el intestino (153). Se ha demostrado que los agonistas de PPARa ejercen actividades
antiinflamatorias y antitromboticas tanto en la pared vascular como en el higado (154). En ratas Wistar macho, la
sucralosa (1.5%) ejerci6 el mayor efecto en la estimulacion de la expresion de PPARa y CPT-1 en comparacion
con otros edulcorantes (sacarosa, fructosa, glucosa, glucosidos de esteviol, azucar moreno, miel y glucosido de
esteviol+sacarosa) y con los especimenes no tratados (agua corriente) [control] (92). Se sugirié que el efecto de la
sucralosa sobre la expresion de PPARa explicaria el aumento de la formacién de cuerpos ceténicos y la
gluconeogénesis, lo que a su vez aumento los niveles de glucosa e insulina y la intolerancia a la glucosa, como se
observo en roedores alimentados con sacarosa (92). Si bien se ha demostrado que los activadores de PPARa
regulan la obesidad en roedores, estos efectos estan influenciados por el estrogeno y, por lo tanto, se ejercen con
un dimorfismo especifico (155). En este sentido, se requieren mas estudios tanto en animales machos como
hembras...”

Y sobre la:

“Desintoxicacién del citocromo P450-Xenobidtico. En ratas Sprague Dawley, Splenda ejercid un efecto
dependiente de la dosis sobre la expresion de la glicoproteina ‘p’ intestinal y del citocromo P-450 (CYP)
intestinal, que participan en la desintoxicacion de xenobioticos en el intestino y el higado. Es decir, Splenda
mejord el nivel de expresion de P-gp en dosis de 300, 500 y 1000 mg/kg/dia, y mejor6 CYP3A4 (1000
mg/kg/dia) y la expresion de CYP2D1 (500 y 1000 mg/kg/dia) (56). Es posible que la expresion mejorada de P-
gp y CYP en concentraciones mas altas afecte la biodisponibilidad de Splenda; por lo tanto, se absorbe menos
Splenda en concentraciones mas altas, lo que resulta en efectos mas pronunciados sobre la microbiota intestinal y
diferencias de masa corporal....”

Sobre:
“El estrés oxidativo es un regulador importante de la claudina-3 y estd asociado con la permeabilidad inducida

por LPS [Lipopoliglicidos polianidnicos, polyanionic lipopolysaccharides en inglés, que juegan un rol
importante regulando la permeabilidad de la membrane externa -outer membrane, OM- de las bacterias Gram-
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negativas]”’... La suplementacion con sucralosa (0.1 mg/mL, 6 meses) elevo la expresion de mediadores
proinflamatorios en el higado, a saber, metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2) e iNOS (5). En particular, también
se encontr6 que la catalasa y la catalasa-peroxidasa, dos genes antioxidantes bacterianos que responden a las ROS
y que por si mismos pueden estimular las citocinas proinflamatorias (157), que se encontraron aumentados en los
grupos suplementados con sucralosa (5)...”

Sobre la estevia y la sucralosa estos autores senalan:

“También se ha examinado el efecto de los edulcorantes artificiales (A4S, artificial sweeteners) sobre las
inmunoglobulinas (Ig). Los ratones Balb/c suplementados con stevia (4.2 mg/mL de estevia administrados como
SweetLeaf) o sucralosa (5.2 mg/mL de sucralosa administrados como Sweetal) durante 18 semanas dieron como
resultado niveles aumentados de diferentes inmunoglobulinas (IgG, IgE e IgA) en comparacion con controles
suplementados (recibieron agua potable normal) (2)...”

Por ende, se debera seguir indagando su efecto tanto en hembras como en machos, ya que se aprecia
gue el efecto depende del sexo del espécimen y de muchos otros factores que pudieron haber influido
en estas diferencias, incluso la toma de la muestra de tejido hepatico aln siendo del mismo 6rgano del
mismo espécimen.

La tendencia en cuanto a la diferencia significativa entre grupos sigue un comportamiento similar a lo
reportado por Mendoza-Pérez et al. (2022). La tendencia observada en ambas investigaciones fue que
el grupo de especimenes que ingirieron sucralosa presentd los valores mas bajos y el grupo de glucosa
resultdé ser uno de los mas altos, exceptuando al grupo que bebid agua con sacarina cuyo orden
discrepd. Se necesitaran de futuras investigaciones para aclarar estas discrepancias que
probablemente se deban a la parte de tejido hepatico tomada para los analisis como ya se menciond
arriba.

Discusion final

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

Por otro lado, tal como se aprecia en las Tablas 2 y 3, la comparacion entre el grupo basal y el grupo
control no reporta diferencia estadisticamente significativa ni para las ratas macho ni para las ratas
hembra, lo cual permite suponer que, el tiempo previo a la eutanasia, no fue una variable que pudiera
afectar los niveles de actividad de la GK.

Los resultados obtenidos entre ratas macho y hembra permiten suponer el hecho de que el sexo
puede ser una determinante en el efecto de los edulcorantes. Por ello, para poder evaluar esta
hipétesis sobre si existen diferencias significativas entre edulcorante y el sexo, se realizd un ANDEVA
de dos vias. En la Tabla 4 y la Grafica 4 se muestran el analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias y la
grafica de interaccion edulcorante-sexo, respectivamente. En ellas se aprecia que el sexo resultd ser
un factor estadisticamente significativo (P=0.0393), pero no asi el factor edulcorante. Adicionalmente,
el ANDEVA muestra que la interaccion entre el edulcorante-sexo resultd ser significativa con un valor
P=0.0001 y por ello no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el edulcorante ingerido,
sin hacer alguna distinciéon entre ambos sexos, pero si hubo entre la interaccion de los grupos de ratas
macho y hembra. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto
gue dos valores-P fueron menores que 0.05, estos factores presentaron un efecto estadisticamente

13 . . . . . L. . - . .

Es importante ir cambiando paulatinamente una informacién muy extendida de llamar a los glucidos (porque el monémero de origen es
la glucosa) ‘sacaridos’, tanto en espafiol como en inglés. En realidad, la sacarosa es también un glicido ya que la mitad de su molécula es
glucosa y la otra mitad fructosa [Nota de los(as) editores(as)]
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significativo sobre la actividad especifica con un 95.0% de nivel de confianza. La razén a la cual es
posible atribuir esta diferencia entre los sexos son las distintas vias de regulacion de la GK de las
cuales es posible mencionar tres:

1) La primera via de regulacién es el sustrato, es decir, la cantidad de alimento consumido y a la
bebida ingerida (o edulcorante consumido). Se sabe que el motor principal para llevar a cabo la
glucdlisis es la glucosa. La glucosa proviene del alimento y/o de la bebida que se suministrd, por lo
gue un mayor o menor consumo de estos dos componentes junto con la actividad fisica de los
modelos bajo estudio podria estar impactando en los niveles de GK estimulandola en mayor o en
menor grado.

2) La segunda via de regulacion es la hormonal, donde se encuentran la insulina, el glucagon vy las
incretinas GIP y GLP-Ic. Esta regulacion de la GK resulta de manera indirecta, ya que la accion de
estas hormonas se lleva a cabo sobre las células hepaticas, las cuales se encuentran en funcion de la
concentracion de glucosa en sangre. A altas concentraciones, tanto la hormona GIP como la hormona
GLP-1 liberan desde las células B a la hormona insulina, reduciendo de esta forma dicha concentracion,
dando paso a la glucdlisis y a la activacion de la GK. El glucagén funciona de manera inversa a la
insulina y es liberado desde las células a cuando son detectadas concentraciones bajas de glucosa en
la sangre para transformar via glucogendlisis y gluconeogénesis al glucdgeno, piruvato, lactato y
glicerol en glucosa, lo cual implica un paro en la actividad de la GK' (Yip y Wolfe, 1999).

Tabla 4. Andlisis de varianza de dos vias para determinar la actividad especifica

Fuente Suma de cuadrados Gl  Cuadrado medio Razdén-F'  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Grupo 0.000125027 8 0.0000156284 1.65 0.1110
B: Sexo 0.000040641 1 0.000040641 4.30 0.0393
INTERACCIONES

AB 0.000313356 8 0.0000391695 4.14 0.0001
RESIDUOS 0.00219378 232 0.00000945596

TOTAL (CORREGIDO) 0.0026887 249

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

(X 0.001)
16.4

14.4
12.4

104

®
'S

o
'S

Actividad especifica (mU/mg)

»
kS

Edulcorante

Grafica 4. Interacciones e intervalos de la media al 95% de confianza
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La GKRP Yy PFKZ/FBP2 son otras hormonas cuya funcion también es regular a la GK, pero de una
manera mas directa, ya que lo hace a través de la formacién de un complejo con la misma y va en
funcion de la concentracion de glucosa en sangre. A bajas concentraciones, la GKRP es quien forma
este complejo para limitar la actividad de la GK; donde la presencia de la fructosa 6-fosfato (F6P) o de
la fructosa 1-fosfato (F1P) favorecen o reducen su afinidad; la PFKZ2/FBP2 por otro lado, a altas
concentraciones de glucosa en la sangre, es quien forma este complejo y favorece la actividad de la
GK (Payne et al., 2007).

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

Con todas estas variables en juego es posible suponer que, con la alteracion de alguna de ellas, la
actividad enzimatica de la GK podria verse favorecida o reducida.

Durante la ingesta de alimento, los niveles de glucosa se elevan y tanto la glucdlisis como la
lipogénesis se activan. Sin embargo, cuando el consumo de glucosa es superior a lo que requiere el
cuerpo, la lipogénesis tiene una mayor actividad. Ademas de estas vias, el cuerpo humano se apoya de
otras mas para reducir la glucosa, tales como la glucogénesis y la via de las pentosas fosfato, ambas
usando a la glucosa 6-fosfato como precursor (Bollen et al., 1998; Horecker, 2002).

Conclusiones
Con base en esta experimentacion puede concluirse lo siguiente:

1. El consumo crénico de edulcorantes no nutritivos desde el destete hasta la etapa de jovenes
adultos influyd en que existieran diferencias estadisticamente significativas en las ratas macho
entre el grupo basal y el grupo que bebid sucralosa, y en el caso de las ratas hembra entre los
grupo basal y sucralosa con respecto a los grupos que bebieron acesulfame de K y sacarina.

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

3. Dado lo anterior, el factor sexo resultd ser significativo. Por lo tanto, los niveles de actividad
enzimatica resultaron dependientes de éste.

4. En las ratas macho, los grupos sucralosa y sacarina reportaron diferencias significativas con
respecto el grupo control con un valor mas alto al obtenido para este Ultimo, lo cual permite
suponer que las rutas metabdlicas de la glucosa tienen una mayor actividad tras el consumo de
estos edulcorantes no nutritivos.

5. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas de la actividad especifica de la GK
entre los grupos basal y control tanto para las ratas macho como para las hembras, lo cual
significa que, a los 160 dias de vida de la rata, el tiempo no es una variable determinante.

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

Revista Ambiens Techné et Scientia México ISSN 2954-3622 11(2) 2023



243

Glosario

Término Significado

0.02 Volumen de extracto hepatico agregado (Ecuacion 1)

0.6 Volumen final en la celda del espectrofotometro UV (Ecuacion 1)

6.22 Coeficiente de extincion milimolar de NADP* (Ecuacion 1)

Abs Absorbancia obtenida a 595 nm (Tabla 2)

ADP Siglas en inglés para el adenosindifosfato

ATP Siglas en inglés para el adenosintrifosfato, donde el glucagon se encarga de
incrementar los niveles de glucosa en sangre y es liberado de manera muy similar a la
insulina por las células alfa a través de una estimulacion en el canal de potasio
dependiente de A7P (Ku7»), €l cual sitla el potencial de membrana celular en un rango
que permite la apertura de canales de sodio (Na*) y de calcio (Ca*). El aumento en la
concentracion intracelular de estos 2 iones despolariza la membrana e incrementan la
conductancia al Cs™° (Lima-Martinez et al., 2011). Ambas hormonas regulan la
homeostasis de la glucosa a través del incremento y la reduccién de su concentracion
en el plasma sanguineo. Por ello, a mayor concentracién de insulina, la GK se
encontrara mas activa, mientras que, a mayor concentracion de glucagdn, su actividad
sera menor (Nirmalan y Nirmalan, 2020; Zazueta, 2007)

ChREBP Siglas en inglés de la proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos
(Carbohydrate response element binding protein)

Coef var Coeficiente de variacion (Tabla 2)

DAM Desviacion Absoluta de la Mediana (Tablas 2 y 3)

dx En un método de regresion polindmica se aplica la primera derivada (dx) para obtener
la pendiente de la recta tangente evaluandose al tiempo 0 permmitiendo calcular la
velocidad inicial Aabs/min

Exocitosis (Ver sulfonilurea y SUR abajo) La exocitosis es la fusion de vesiculas con la membrana
plasmatica. Las vesiculas son producidas principalmente por el aparato de Golgi, desde
su dominio trans, y viajan hasta la membrana plasmatica con quien se fusionan
(https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/5-
exocitosis.php#:~:text=La%?20exocitosis%20es%20la,endosomas%20(ver%20m%C3
%A1s%?20adelante):

Fusion total "Kiss and run" Exocitosis compuesta
Formacion [
| [ | de un Vesicula |
Vesicula ‘ | Vesicula poro |
pasajero | |
% ‘ s | J
| * 1/' ) .
G >
| Membrana  Wesicula o
vesicular Distintas vesiculas |
Membrana Integrada Membrana se fﬂi""ﬁf'-r_31'1 Membrana
plasmatica plasmatica entre si plasmatica

F1P Siglas en inglés de la fructosa 1-fosfato

F6P Siglas en inglés de la fructosa 6-fosfato

fd Factor de dilucion (Ecuacion 1)

G-6-F-DH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

G6P, G-6-P  Siglas en inglés de la glucosa-6-fosfato (G6P). El principal mecanismo de secrecion de

insulina es a través de su liberacion por los niveles elevados de glucosa plasmatica. En
las células B pancredticas una vez que ingresa la glucosa a la célula es captada por la
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Término

Significado

GIP

GK

GKRP
GLP-Ic

Glucdlisis

IDA
NADP

NADPH
PFKZ2/FBP2

SREBP-1c
Sulfonilureas

SUR

7ris

GK y fosforilada a G6P pasa por la via de la glucdlisis para ser transformado en
piruvato e ingresa a la mitocondria para pasar por el ciclo de Krebs. Esto ocasiona un
incremento de los niveles de A7P/ADP. El incremento de la relacion A7P/ADP provoca
el cierre del canal de potasio (K*) sensible a A7P, despolarizando la membrana y
abriendo el canal de calcio (C#*) dependiente del voltaje. El ingreso de calcio provoca,
después de una serie de reacciones en cadena, la exocitosis de la insulina (Santamaria-
Duque, 2022)

Siglas en inglés de la incretina polipéptido inhibidor gastrico (gastric inhibitory
polypeptide). Hormona gastrointestinal de estructura polipeptidica, compuesta por 43
aminoacidos, que tiene un efecto inhibidor de la secrecién y motilidad gastrica

Siglas en inglés de la enzima glucoquinasa objeto de esta investigacion. La
glucoquinasa (GK) tiene como funcion catalizar la transferencia del grupo fosforilo del
complejo A7P-Mg al sexto carbono de la glucosa para formar la glucosa-6-fosfato
(G6P) durante la “fase preparatoria” de la glucdlisis, siendo la primera enzima en
actuar ante una variacion en los niveles de glucosa en sangre. Se expresa
principalmente en el higado y pancreas. En las células del higado, la GK regula el nivel
en el que se llevara a cabo la glucdlisis. En contraste, en las células a y B del pancreas,
la concentracion de glucosa en sangre es regulada a través de la liberacion de
glucagon e insulina (Li et al., 2018)

Siglas en inglés de la proteina reguladora de glucoquinasa

Siglas en inglés de la incretina glucagon like peptide-1c. El péptido similar al glucagon-
1 (GLP-1) es una hormona intestinal sintetizada en las células L intestinales cuya
secrecion depende de la presencia de nutrientes en la luz del intestino delgado

La glucdlisis se basa en una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente dentro del
citosol que extraen energia de la glucosa al romperla en dos moléculas de tres
carbonos llamadas piruvato. La glucdlisis consiste en diez pasos divididos en dos fases.
La “fase preparatoria” donde la glucosa es atrapada dentro de la célula y usa energia
para transformarse en gliceraldehido 3-fosfato y la “fase de beneficios” donde se
extrae energia a través de la conversion oxidativa del gliceraldehido 3-fosfato en
piruvato con formacion de A7Py NADH (Nelson y Cox, 2019)

Ingesta diaria admisible

Siglas en inglés para nicotinamida adenina nucledtido fosfato (nicotinamide adenine
nucleotide phosphate)

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

Siglas en inglés de la proteina 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6-bisfosfatasa

Siglas en inglés para la proteina de union al elemento regulador del esterol

(Figura 2) “Las sulfonilureas son [medicamentos] hipoglicemiantes orales usados en el
tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2 [en los seres humanos], que actldan
estimulando la secrecién de insulina por parte de las células beta del pancreas.
Estudios recientes revelaron que estos farmacos se unen a receptores especificos en la
membrana celular de los islotes pancreaticos induciéndose el cierre de los canales de
potasio sensibles a[l] ATP, lo que provoca aumento en el contenido intracelular de
potasio y despolarizacion de la célula conduciendo a la apertura de los canales de
calcio-voltaje-dependiente entrando este al [sistema] intracelular y liberandose insulina
a partir de los granulos maduros” (Contreras et al., 2002)

“A principio de los anos 80 [del siglo pasado] se descubrié que la accion de las
sulfonilureas se debe a la ocupacion de un receptor de la membrana de la célula beta
del pancreas, el SURI. En la actualidad, se han hechos enormes avances en el
conocimiento del mecanismo de accién de estos farmacos dilucidandose no solamente
la existencia de los receptores de sulfonilurea [SUR, sulfonylurea receptors], sino
también su funcionamiento” (Contreras et al., 2002) (Figura 2)

Nombre abreviado del compuesto organico tri(hidroximetil)aminometano, de formula

Revista Ambiens Techné et Scientia México

ISSN 2954-3622 11(2) 2023



245

Término Significado
(HOCH,)3CNH,. Nombre IUPAC 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

U Actividad enzimatica: Cantidad de enzima que cataliza la fosforilacion de 1 pmol de
glucosa por minuto a 28°C y pH= 9.0 (Ecuacion 1)

UNAM Universidad Nacional Autonoma de México

Valores-P Valor de significancia estadistica calculados por el programa Statgraphics Centurion XVI

Simbolos

griegos

Aabs/min Velocidad inicial para calcular la actividad de la enzima de interés
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