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Resumen

Introduccién: Se ha evidenciado como principales contribuyentes a la creciente epidemia de
obesidad, al exceso de consumo de alimentos energéticamente densos y la reduccion de la actividad
fisica, entre las medidas de prevencion y tratamiento se considera la implementacion de edulcorantes

no caldricos para este propodsito.

Objetivos: Caracterizar poblaciones leucocitarias del tejido adiposo gonadal de ratones consumidores
de edulcorantes comerciales, y cuantificar las poblaciones leucocitarias de: linfocitos T (CD3") y sus
subpoblaciones CD4 y CDS8, macréfagos (CD14") y linfocitos B (CD19") con marcadores de
superficie MHC I, MHC 1I.

Metodologia: Se trabajo con tejido adiposo de ratones BALB/c de 14 semanas de edad, machos y
hembras, suplementados con edulcorantes comerciales durante 6 semanas y clasificados en grupos de
6 ratones por edulcorante (sucralosa, estevia, sacarosa y control, por sexo). Se obtuvo el tejido adiposo
gonadal y se cuantificaron las diferentes poblaciones celulares y los marcadores de superficie MHC-I

y MHC-II empleando la técnica de citometria de flujo.

Resultados: El aumento de peso en los grupos de tratamiento fue significativamente mayor que el
grupo control, el consumo de edulcorantes fue mayor en el grupo sacarosa hembras (40 mL/semana) y
machos (47.3 mL/semana), mientras que el consumo de alimento fue mayor en el grupo sucralosa
hembras (27.4 g/semana) y machos (32.1g/semana). Se manifesté un incremento en la frecuencia de
células CD45" en hembras con sucralosa 66.1 = 3.4%), estevia (63.8 =+ 5.0%) y sacarosa (67.7 =
4.9%) en contraste con ratones macho las diferencias se encontraron en sacarosa (68.4 £ 6.0%) y
estevia (67.1 + 3.4%). Para el marcador CD14" los datos muestran que los grupos de hembras con
sacarosa (21.3 = 4.3%) y sucralosa (22.2 £ 3.3%) presentan una frecuencia mayor de células, los
ratones machos muestran diferencias en el grupo sacarosa (19.6 + 1.4%). El analisis de la frecuencia
de células CD19" en hembras muestra diferencias en sucralosa (69.4 + 5.7%), los resultados en ratones

macho mostraron diferencia en los grupos sacarosa (38.1 + 2.6%) y estevia (36.8 £ 4.1%).

Conclusiones: El consumo cronico de edulcorantes artificiales puede tener efectos en las

modificaciones de las poblaciones de leucocitos totales, macréfagos y linfocitos B en el tejido adiposo.

Palabras clave: edulcorantes comerciales, tejido adiposo, poblaciones leucocitarias.



Abstract

Introduction: The main contributors to the growing obesity epidemic are considerate the excess
consumption of energy-dense foods and the reduction of physical activity; among the prevention and

treatment measures for this is the use of non-caloric sweeteners.

Objectives: To characterize leukocyte populations in gonadal adipose tissue from commercial
sweetener consuming mice and to quantify leukocyte populations of: CD3" and CD4" and CDS",

macrophages CD14" and B-lymphocytes CD19" with MHC-1 and MHC I surface markers.

Methods: 14-week-old BALB/c mice, male and female were supplemented with commercial
sweeteners for 6 weeks, and classified in groups of 6 mice (sucralose, stevia, sucrose and control, by
sex). Gonadal adipose tissue was subsequently obtained to isolate leukocytes and identify populations

using flow cytometry.

Results: The weight gain in the treatment groups is significantly higher than in the control group, the
sweetener intake is higher in the sucrose group females (40 mL / week) and males (47.3 mL / week);
food consumption is higher in sucralose females (27.4g / week) and males (32.1g / week). An increase
in the frequency of CD45" cells in sucralose (66.1 + 3.4%), stevia (63.8 + 5.0%) and sucrose (67.7
4.9%) was found, in contrast, male mice showed differences in sucrose (68.4 = 6.0 %) and stevia (67.1
+ 3.4%). For the CD14" marker, the data show that female groups of sucrose (21.3 + 4.3%) and
sucralose (22.2 + 3.3%) presented a higher frequency of CD14" cells, male mice show differences in
the sucrose group (19.6 = 1.4%). The analysis of the frequency of CD19" cells in females shows
differences in sucralose (69.4 = 5.7%), on the other hand, results in male mice showed difference in

the sucrose (38.1 + 2.6%) and stevia (36.8 + 4.1%) groups.

Conclusions: Chronic consumption of artificial sweeteners may have effects on the changes in total

leukocyte, macrophages and B lymphocyte populations in adipose tissue.

Key words: commercial sweeteners, adipose tissue, leukocyte populations.



1. Antecedentes
1.1. Edulcorantes

Hace referencia a aquel aditivo que es capaz de mimetizar el efecto dulce del aziicar y que

habitualmente aporta menor cantidad de energia'.

1.2. Antecedentes de los edulcorantes.

El empleo de edulcorantes no caldricos como sustitutos del contenido en aztcares de comidas y
bebidas ha tenido su maxima expresion en los ultimos 35 afios’. Mientras que las empresas de la
industria alimentaria buscan producir y comercializar con éxito los productos que tienen un alto
contenido de azucar y grasa, ahora existe una tendencia a la elaboracion de productos alimenticios que
son mas saludables y que pueden conferir beneficios especificos a la salud. En los ultimos afios, un
gran numero de alimentos y bebidas han incluido una variedad de edulcorantes comerciales, como el
aspartamo, glucosidos de esteviol, y sucralosa. Estas sustancias se consideran, en general, seguras y no
toxicas, a pesar de la falta evidencia contundente acerca de las propiedades de edulcorantes antes
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mencionados’.

1.3. Clasificacion de los edulcorantes.

De acuerdo a su clasificacion, los edulcorantes se pueden agrupar en funcion de su contenido calérico
(calérico o no caldrico), segun su origen (natural o artificial) o incluso de acuerdo a su estructura
quimica. El origen natural del edulcorante no implica una mayor seguridad o validez y en este sentido,
existe poca informacion por parte del consumidor al respecto. Contamos con multitud de sustancias

con poder edulcorante, la clasificacion de los principales edulcorantes se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los edulcorantes
Caloricos Naturales Azulcares Sacarosa, glucosa, dextrosa, fructuosa,
lactosa, maltosa, galactosa y trehalosa
Edulcorantes naturales = Miel, jarabe de arce, azucar de palma o de
caloricos coco y jarabe de sorgo
Artificiales = Azucares modificados = Jarabe de maiz de alto fructosa, caramelo,
azucar invertido
Alcoholes del azicar Sorbitol, xilitol, manitol, eritriol, maltitol,
isomaltulosa, lactitol, glicerol

No- Naturales Edulcorantes naturales = Luo han guo, estevia, taumatina, pentadina,
caloricos sin calorias monelina, brazzeina

Artificiales = Edulcorantes Aspartamo, sucralosa, sacarina, neotamo,

artificiales acesulfame K, ciclamato, nehosperidina

DC, alitamo, advantamo.
Fuente (Garcia )°.



1.3.1. Sucralosa
La sucralosa se produce a partir de sacarosa, por un proceso que sustituye 3 atomos de cloro por 3
grupos hidroxilo de la molécula de sacarosa. Pese a que la sucralosa se obtiene del azticar, el cuerpo
humano no lo reconoce como un azticar y no lo metaboliza; por lo tanto, no proporciona calorias. Es
aproximadamente 600 veces mas dulce que el azicar y es estable al calor durante la coccion. Puede ser
utilizado en una amplia variedad de alimentos y bebidas. La sucralosa ha aumentado su consumo por
poseer las siguientes caracteristicas: no calorica, insipida, estable a altas temperaturas y en medio
acido, no se hidroliza ni siquiera durante la digestion o el metabolismo en virtud de la extrema
estabilidad de sus enlaces cloro-carbono, y es hidrofilica, con un 25% solubilidad; presenta la
caracteristica importante de no interactuar quimicamente con otros alimentos; es estable en presencia
de etanol y que se pueden almacenar durante mas de un afio mientras se mantiene 99% de su sabor

original®.

Sin embargo, estudios en modelos animales han demostrado que la ingestion de sucralosa aumenta la
expresion del transportador de flujo de P-glicoproteina (P-gp) y citocromo P-450 (CYP), que son
componentes clave del sistema de desintoxicacidon pre-sistémico involucrado en el metabolismo de
farmacos de primer paso. En ratas, la sucralosa altera la composicion microbiana en el tracto
gastrointestinal, con reduccidon de las bacterias benéficas. La sucralosa y uno de sus productos de
hidrolisis resultaron ser mutagénicos en elevadas concentraciones en varios métodos de prueba.
Cocinar con sucralosa a altas temperaturas fue reportado para generar cloropropanoles, una clase de
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compuestos potencialmente toxicos’.

F. Rahiman y colaboradores, investigaron los efectos de los edulcorantes artificiales (aspartame,
sacarina, sucralosa) y los edulcorantes naturales (azucar morena, azicar blanco y melaza) sobre el
sistema inmunologico. Leucocitos aislados de sangre se incubaron con diversos edulcorantes y se
estimularon in vitro con fitohemaglutinina. Sobrenadantes cosechados fueron seleccionados para
determinar la citotoxicidad y liberacion de citocinas. Los resultados mostraron que ninguno de los
edulcorantes artificiales o naturales demostrd ser citotoxico, lo que indica que no se indujo la muerte
celular in vitro. la melaza de cafa de azucar, aumento los niveles del biomarcador de inflamacion, la
interleucina (IL) 6, mientras que todos edulcorantes artificiales revelaron un efecto supresor sobre
secrecion de la IL-6. La exposicion de células de la sangre a los edulcorantes que contienen sucralosa
en condiciones estimulantes reducen los niveles del biomarcador de inmunidad humoral IL-10. La
supresion acumulada de los niveles de IL-6 y la IL-10, inducidas por la sucralosa, pueden contribuir a

la incapacidad en el montaje de una respuesta humoral efectiva®.



1.3.2. Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia de las Asteraceas, que
crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay y generalmente se propaga
comercialmente de manera asexual. Las hojas contienen sustancias intensamente dulces que son 300
veces mas dulce que el azicar. Muchos pueblos indigenas de América del Sur han utilizado estevia
como edulcorante durante siglos y ha sido utilizada en Japén por mas de 30 afios. Ademas de Japon,
otros paises donde se utiliza como edulcorante son China, Rusia, Corea, Brasil, Paraguay, Argentina,
Indonesia y Malasia’. Estos glucosidos son principalmente compuestos del diterpeno derivado steviol

de S. rebaudiana Bertoni, el mas dulce contiene estigmasterol, b-sitosterol y campesterol®.

Aunque existe consenso mundial de las ventajas de estevia para la salud humana, atin existen grandes
vacios en el conocimiento de esta especie, principalmente en aspectos como la nutriciéon y sus efectos
ambientales’. Un estudio de B. Geeraert y colaboradores, realizaron el siguiente disefio de
investigacion: los ratones de doce semanas de edad fueron tratados con esteviosido o placebo durante
12 semanas. Se encontré que el estevidsido no tenia ninglin efecto sobre el peso y los triglicéridos,
pero si se redujo la glucosa y la insulina. El tratamiento mejord la maduracion del tejido adiposo, y el
aumento de transporte de glucosa, sefializacion de la insulina y la defensa antioxidante en el tejido
adiposo blanco. Juntos, estos aumentos se asociaron con un doble aumento de la adiponectina;
ademas, el estevia redujo el volumen de la placa en el arco adrtico por la disminucion de los

macréfagos, de los lipidos y las lipoproteinas de baja densidad'’.

1.3.3. Sacarosa
La sacarosa (Ci;H2,0q;), llamada cominmente azucar de mesa, es el endulzante més conocido en la
industria y el hogar. Se trata de un disacarido compuesto de glucosa y fructosa, extraido de la cafia de
azucar y de la remolacha. Desde hace tiempo se conoce la relacién que existe entre el consumo de
azucares principalmente sacarosa y la caries dental; esta enfermedad es el resultado del crecimiento de
bacterias tales como Streptococcus mutans y S. sanguis. Por otra parte, la sacarosa es un azucar que el
intestino utiliza facilmente, convirtiéndolo en sus correspondientes monosacaridos; la glucosa se
absorbe con rapidez e incrementa de manera precipitada la concentracion en la sangre, lo cual puede
provocar problemas en el sistema hormonal, por lo que no es recomendable un consumo excesivo para

: 11
personas con diabetes .

El consumo de azlcares tiene un gran impacto sobre la salud poblacional. Actualmente, el consumo
per capita de sacarosa es de aproximadamente 47.9 kg al afio, lo que equivale al 16 % del
requerimiento energético de un dia, es decir, 6 % por arriba de las recomendaciones de hidratos de
carbono simples para la poblacion. Siendo los edulcorantes los principales aditivos alimentarios y
fuente de hidratos de carbono simples, es importante conocer sus efectos a largo plazo en el

organismo. Los productos sustitutos del azucar, tanto naturales como artificiales, sdlo atienden un
8



segmento muy pequefio del mercado en M¢xico; no obstante, su consumo estd creciendo debido a
los cambios en los habitos alimenticios de las personas y cuestiones relacionadas a la salud. El
principal producto competidor del aztcar es el jarabe de maiz rico en fructosa (JMRF). A partir del
ciclo 2003-2004 la fructosa ha desplazado el consumo nacional de azucar hasta en 1.7 millones de
toneladas, de las cuales mas del 70% de esa fructosa es importada. En el ciclo azucarero 2012/2013, el
consumo nacional aparente de edulcorantes fue de 5.8 millones de toneladas, del cual el azucar

representé el 73.2%, y por su parte el IMRF represent6 el 26.8%'2.

1.4. Tejido Adiposo.
El tejido adiposo estd compuesto al menos por dos tipos diferentes de grasas como son el tejido
adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo marrén o pardo (TAM) que presentan diferencias en cuanto
a su morfologia, distribucion, genes y funcion. El TAB es el principal reservorio de energia y libera un

gran niimero de hormonas que modulan el metabolismo del organismo y la resistencia a la insulina'>"*.

El desarrollo de la obesidad no solo depende del balance entre la ingestion y el gasto energético,
también depende del balance entre el TAB, como principal reservorio energético, y el TAM,
especializado en el gasto energético en forma de termogénesis. Ademads, el TAB podria afectar al

15,16

metabolismo del organismo al alterar la sensibilidad a la insulina al igual que modificar la

susceptibilidad a desarrollar obesidad'”.

1.4.1. Morfologia y distribucion del tejido adiposo blanco.

El adipocito del TAB tiene una forma variable, aunque clasicamente es esférica, de tamafio entre 25-
200 pm. Ademas, tiene un nucleo periférico, plano y un citoplasma delgado que contiene una tnica
gota lipidica grande que ocupa aproximadamente el 90% del volumen de la célula. Presenta escasas
mitocondrias y pequefios reticulos endoplasmaticos liso y rugoso. EI TAB se compone de los
adipocitos que se mantienen unidos por un tejido conectivo laxo, que esta adecuadamente
vascularizado e inervado. La presencia de los fibroblastos, los macrofagos, y otros leucocitos, junto
con los adipocitos, da cuenta de la gran variedad de proteinas que son secretadas por TAB bajo

.. . 18
condiciones variables .

El TAB esta distribuido a lo largo de todo el organismo y tiene diferentes compartimentos que varian

19,20

en cuanto al tamafo celular del adipocito a la actividad metabodlica y a su papel potencial en la

21,22
d”*°. En humanos, se

resistencia a la insulina y otras complicaciones vasculares asociadas a la obesida
diferencian dos depositos principales de TAB: el deposito subcutaneo, correspondiente al tejido
adiposo que se localiza bajo la piel, y el deposito visceral. Hay dos tipos de tejido adiposo visceral: el

, . 23 . . . . .
mesentérico y el omental™. El primero se encuentra envolviendo al intestino, el segundo se extiende
9



desde la parte inferior del estdmago, recubriendo el abdomen y es el que normalmente se emplea en el
estudio de la grasa visceral. Hace tiempo que se sabe que el tejido adiposo visceral y el subcutaneo
presentan numerosas diferencias anatomicas, celulares y moleculares; por ejemplo, la irrigacion de
ambos tejidos es diferente, y los niveles de acido ribonucleico mensajero (mRNA) de leptina en el

.. . , s : 24,25
tejido adiposo subcutaneo estan incrementados respecto del visceral ™.

Estos tejidos también son diferentes en cuanto a la capacidad de movilizacion de acidos grasos. La
grasa omental es mas sensible a los efectos lipoliticos de las catecolaminas y menos sensible a los
efectos antilipoliticos de la insulina; por tanto, este tejido tiene una mayor capacidad de movilizacion

, . . ‘ 26,27
de acidos grasos que el deposito subcutaneo™

. Adicionalmente, hay descritas numerosas diferencias
entre el tejido adiposo visceral y subcutaneo referentes a la secrecion de adipocinas®. En este sentido,
una obesidad periférica se caracteriza por una acumulacion de tejido adiposo subcutaneo y es mas
frecuente en mujeres. Este tipo de obesidad no se ha asociado a un mayor riesgo de sufrir patologias
asociadas®. Sin embargo, la obesidad central o abdominal es mas frecuente en hombres y consiste en
una acumulacion de tejido adiposo visceral. Este tipo de obesidad se ha asociado, mediante estudios

epidemiolodgicos, con un mayor riesgo de sufrir enfermedades tales como resistencia a la insulina,
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diabetes de tipo 2 e hipertension, aumentando considerablemente el riesgo cardiovascular™.

1.4.2. Morfologia y distribucion del tejido adiposo pardo o marrén.

El TAM esta formado por adipocitos marrones y células progenitoras de adipocitos, tiene una forma
poligonal con un nticleo oval y centrado en un citoplasma grande que contiene multiples y pequefias
gotas lipidicas. Posee un gran nimero de mitocondrias y un reticulo endopldsmico poco desarrollado.
Ademés, se encuentra altamente vascularizado e inervado®. Originalmente, se pens6 que el TAM
estaba presente en los seres humanos solo durante el periodo neonatal; sin embargo, datos recientes
han demostrado que los adultos conservan algunos depdsitos metabolicamente activos de TAM que
responden al frio y a la activacion simpatica del sistema nervioso. Actualmente, en humanos, el tejido
adiposo marrén se ha descrito que estd localizado en depositos de la region cervical, supraclavicular,
paravertebral, mediastinal, para-aortica y suprarrenal’>. Ademas, también se han localizado pequefios
grupos de adipocitos marrones en el interior del musculo esquelético en adultos humanos. Por otro
lado, recientes datos han mostrado que los adipocitos marrones encontrados en el interior de otros
depdsitos de tejido adiposo blanco no son derivados del linaje myf5, como son los cldsicos adipocitos
marrones del tejido interescapular de los roedores, y se denominan células beige®. La activacion del

TAM reduce la adiposidad y protege al raton de la obesidad inducida por la dieta rica en grasas™*>. L

a
pérdida de la masa del TAM, como puede ser una lipoatrofia marrén severa por una delacion del
receptor de la insulina en ese tejido®, o la perdida de proteina desacoplante 1 (UCP-1), confieren

susceptibilidad a desarrollar obesidad en ratones referencia En los tltimos afios, se ha descrito que la
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cantidad de TAM estaba inversamente correlacionada con el indice de masa corporal en humanos,
especialmente en personas de avanzada edad **. Ademas, se ha demostrado recientemente que el tejido
adiposo marrén podria proteger frente a multiples enfermedades relacionadas con el envejecimiento”’.
Individuos con depdsitos de TAM mas pequeiios son mdas susceptibles a acumular tejido adiposo
blanco y aumentar su peso corporal y tener un mayor riesgo de desarrollar enfermedades metabolicas
y vasculares asociadas a dicha obesidad®. Una de las principales funciones del TAM es la activacion
de la termogénesis a través de la activacion de la UCP-1, generando calor a partir de los acidos grasos
en la termogénesis. EI TAM utiliza, en primer lugar, los lipidos almacenados como sustrato para
generar calor’. A continuacién se muestra en la figura 1, los principales efectos en la obesidad y el
proceso de inflamacién cronica de najo grado, las células del SI que intervienen, caracteristicas de los

diferentes tipos de tejido adiposo y sus repercusiones sistémicas.

OBESIDAD E INFLAMACION

L

INFILTRADO DE CELULAS INMUNES
- Linfocitos T
- Monocitos
- Macréfagos

v

TEJIDO ADIPOSO MARRON

TEJIDO ADIPOSO BLANCO TEJIDO ADIPOSO BEIGE

ALMACEN DE ENERGIA GASTO ENERGETICO - Morfologia multilocular
- Lipogénesis - Termogénesis - Alto ! J‘ de
_Adi Eoicle - (Beta) - Oxidacién - Expresan distintos genes
i i i . - Alto contenido mitocondrial - Expresa UCP1y receptor (Beta)
- Bajo contenido mitocondrial Sucet Adrenérgico
Normopeso Obesidad
Leptina INFLAMACION
Resistina = - Reclutamiento de macréfagos
Adiponectina < - Muerte de los adipositos
IL-6 - Estrés oxidativo
TNF (Alfa) IONES METABOLI - Disfuncién endotelial
ALTERACIONES CAS

Citocinas proinflamatorias

v

RESISTENCIA HEPATICA A LA INSULINA
- Hepatocitos y células endoteliales
-7 Lipidos
-1 Citocinas

416 - Resistencia a la insulina
-+ HDL
-1 Glucosa l
i RESISTENCIA A LA INSULINA
PERIFERICA
- Masculo
TEJIDO VASCULAR - Rifién

- Hipertension
- Ateroesclerosis

- Resistencia vascular a la insulina

Figura 1: Papel del tejido adiposo en la obesidad y el proceso inflamatorio. Modificada de

Hernandez™.
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1.4.3. El tejido adiposo como 6rgano endocrino

En primer lugar, el TAB es un 6rgano que constituye el mayor reservorio energético del organismo. La
energia es almacenada en los adipocitos en forma de triglicéridos. La principal fuente de triglicéridos
procede de los quilomicrones y las proteinas de muy baja densidad (VLDL) circulantes. En los
humanos, el almacenamiento de los acidos grasos en el tejido adiposo depende practicamente de la

liberacién de los mismos desde las lipoproteinas por accion de la lipoproteina lipasa (LPL)*.

Tal es el protagonismo de esta enzima en el metabolismo lipidico que se ha descrito una accidén
proaterogénica de la LPL, expresada por el macréfago, y una accion antiaterogénica de la LPL,
expresada en el tejido adiposo y musculo. Por tanto, esta enzima estaria implicada en las alteraciones
lipidicas de la obesidad*'. Su actividad aumenta en el periodo pospandrial y se inhibe en el ayuno y
esta incrementada en el tejido adiposo tanto de humanos como de animales de experimentacion
obesos™*. Sin embargo, la capacidad de respuesta de la LPL a la insulina y la alimentacién en

. e . .1 4445
pacientes obesos esta disminuida™

. El TAB no solo es un 6rgano de reservorio de energia sino
también un Organo secretor de ciertas moléculas que tienen una accion endocrina, paracrina y
autocrina, algunas de estas moléculas secretadas por los adipocitos estan implicadas en la regulacion
del peso corporal, leptina y adiponectina*®. En una situacion de obesidad se produce una acumulacién
de lipidos en los adipocitos, inicidndose un estrés en la célula y generandose una inflamacion local del
adipocito blanco. Esta puede exportarse en la via portal del higado y finalmente a otros tejidos

periféricos, como el territorio vascular donde podria producir ateroesclerosis, hipertension y

resistencia vascular a la insulina, como se observa en la figura 1.

En este sentido, para la expansion de la grasa, la microcirculacion podria desempefiar un papel clave
en la inflamacion del tejido adiposo. Asi, en un endotelio normal que es antiadherente, los leucocitos
no se adhieren, mientras que después de la administracion de dieta rica en grasas se ha demostrado que
dicho endotelio expresa moléculas de adhesiéon y une leucocitos’. La mayoria de los estudios han
examinado al tejido adiposo y a los adipocitos para la busqueda de los mecanismos subyacentes de la
obesidad, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2 y la aterosclerosis, que presentan defectos tanto en las
vias metabolicas como en las inflamatorias®. Mientras que se conoce bastante acerca del papel de los
adipocitos en el metabolismo energético, es poco lo que se sabe de su papel en la inflamacién. Se ha
observado que los adipocitos y varias células del sistema inmune, tales como las células T y los
macrofagos poseen caracteristicas similares en cuanto a la produccion de citocinas proinflamatorias y
a las vias de sefializacion'’. Por ejemplo, las células precursoras de los adipocitos (preadipocitos)
poseen potente actividad fagocitaria®. Aunado a esto, muchos genes criticos para los adipocitos,
incluyendo aquellos que codifican para factores de trascripciéon, moléculas inflamatorias,
transportadores de acidos grasos y receptores basureros, también son expresados en los macréfagos y
tienen un papel importante en la biologia del macrofago™. Sin embargo, se encuentran pocas

excepciones a esta redundancia funcional y molecular entre los preadipocitos y los macrofagos. A
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partir de la comparacion de patrones de expresion de genes entre muestras de tejidos adiposos
humanos y de ratones obesos contra controles delgados, asi como de estudios que correlacionan los
patrones de expresion genética en sujetos con diferentes grados de obesidad, se ha encontrado que la
infiltraciéon de macréfagos al tejido adiposo en la obesidad puede ser parte integral de los cambios
inflamatorios en el TAB’'. Esto sugiere que gran cantidad de genes que se regulan en la obesidad
proviene de la expresion de genes de los macrofagos infiltrados en el TAB y de las células

reticuloendoteliales, y no solamente de los preadipocitos o adipocitos™.

1.4.4. Porcentajes de tejido adiposo

La distribucion del tejido adiposo es casi general en el cuerpo humano. Existen lugares en donde el
tejido adiposo se acumula atin en mayor cantidad, por ejemplo: en el tejido subcutaneo, formando el
“paniculo adiposo”; en la palma de las manos y la planta de los pies, en la region perirrenal; en el
tejido conjuntivo que rodea a ciertos Organos como en el pericardio; alrededor de las visceras
abdominales; por detras del globo ocular; en las glandulas mamarias y en la region glutea®. El
porcentaje de grasa y rangos de normalidad se evaltian segun el sexo y edad en el cuerpo humano. En

las tablas 2 y 3 se pueden visualizar los porcentajes correspondientes.

Tabla 2: El porcentaje de grasa y sus rangos de normalidad segin sexo y edad de acuerdo a lo

propuesto por la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO).

Edad en afios Mujer % Varéon %
15-20 18-22 15-18
21-25 21-23 16-20
26-30 22-24 19-21
31-35 25-26 20-21
36-45 25-27 21-23
46-50 28-30 22-23
51-60 29-31 23-24
>60 29-31 24-25

Tomada de: (Bray)53.
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Tabla 3: Clasificacion de grasa corporal de acuerdo con categorias del IMC en relacién con la edad.

Edad (afios) IMC (kg/m”) Grasa corporal %

Varones

20 a 39 <18.5 8
>25.0 21
>30.0 26

40 a 59 <18.5 11
>25.0 23
>30.0 29

Mujeres

20a39 <18.5 21
>25.0 33
>30.0 39

40 a 59 <18.5 23
>25.0 35
>30.0 41

Tomado de (Gallegher)™.

La distribucion de la grasa entre estos depositos parece ser mas importante que la masa total de tejido

adiposo para el riesgo de desarrollar enfermedades asociadas con la obesidad (Figura 2)*.

(i) )
Se— (f)

/ _—(j)
(b) N . W h—

© - e
e «»

(h'l/
S N

—(g)

Frente Espaldas Frente Espaldas
(A) Depositos principales de grasa blanca v marron  (B) Riesgo vinculado a depésitos de grasa

Figura 2: Principales depositos de grasa blanca y marron. (A) Las principales depoésitos de tejido
adiposo blanco son tejido adiposo abdominal subcutaneo (a) y tejido adiposo visceral (TAV). TAV
rodea los organos internos y se puede dividir en omental (b), mesentérica (c), retroperitoneal (d): que
rodea el rifion, gonadal (e): unido al utero y los ovarios en mujeres; epididimo y testiculo en hombres
y por ultimo pericardico (f). El tejido adiposo gluteo-femoral (g).TAB también se puede encontrar por
via intramuscular (h). Asi bien el Tejido adiposo marrén se encuentra por encima de la clavicula (i) y
en la region subescapular (j). En la seccion (B), los depositos de tejido adiposo que se han relacionado
con el riesgo de desarrollar enfermedades relacionadas con la obesidad se indican en rojo. El vinculo
mejor documentado de riesgo se encontré para tejido adiposo omental y mesentérico™”.
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1.5. Generalidades del Sistema Inmunolégico.
El Sistema Inmunologico (SI) es una compleja red, por un lado, de células y moléculas solubles y por
otro lado, de diversos organos y tejidos, los cuales se estructuran y coordinan de forma dinamica con
el fin de mantener a los seres vivos a salvo de invasiones o colonizaciones por otros seres vivos (mas
comunmente, microorganismos patégenos). Los leucocitos son las células del SI que se encuentran
generalmente en la circulacion sanguinea o sistema linfatico. Todas las células sanguineas proceden de
precursores hematopoyéticos localizados en la médula 6sea. Los mecanismos de la inmunidad humana
pueden ser agrupados en dos grandes categorias: el SI innato o inespecifico, que provee una primer
defensa y de carécter general contra cualquier elemento reconocido como extrafio; y el SI adquirido o
especifico, que reconoce agentes amenazantes especificos y genera una respuesta especializada contra

55
esos elementos™.

1.5.1. Inmunidad innata
Es la primera linea de defensa contra una infeccion. Casi todos los componentes de la inmunidad
innata se encuentran antes del inicio de la infeccion y constituyen un grupo de mecanismos de
resistencia contra la enfermedad que no son especificos de un patdgeno particular, sino que incluyen
componentes celulares y moleculares, que reconocen clases de moléculas peculiares a los patdgenos
que se encuentran con frecuencia. La palabra “innata” se refiere al hecho de que todas son
determinadas totalmente por los genes que el individuo hereda de sus progenitores. Muchas familias
de proteinas receptoras contribuyen al reconocimiento de los patdgenos en la respuesta inmunitaria
innata. Son de varios tipos estructurales distintos y se unen a ligandos quimicamente diversos:
péptidos, proteinas, glucoproteinas, proteoglucanos, peptidoglucano, carbohidratos, glucolipidos,

) Lo : 56
fosfolipidos y 4cidos nucleicos™.

1.5.2. Inmunidad adaptativa o adquirida.
La inmunidad adaptativa o adquirida se desencadena cuando alglin patégeno evade la accion del SI
innato, o cuando el organismo posee ya memoria inmunologica ante un agente foraneo dado. Las
células del SI adaptativo son un tipo especial de leucocitos, los denominados linfocitos. Cada tipo
celular juega un papel completamente distinto en la respuesta inmunologica adaptativa. Una
subpoblacion de linfocitos T, los “T ayudadores/cooperadores” o Th CD4" son fundamentales para la
coordinacion y orquestacion de la respuesta inmune adaptativa, principalmente reconociendo
antigenos y potenciando el tipo de respuesta que sea mas efectivo para combatir a cada tipo de
microorganismo’’. Otra subpoblacion de linfocitos T estan implicados en la respuesta inmunolégica de
tipo celular, los llamados T CDS8", que se encargan de la citotoxicidad y que es la forma mas efectiva

de combatir virus, parasitos intracelulares y células tumorales o aberrantes™. Por otro lado, los
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linfocitos B son los productores de los anticuerpos, moléculas solubles que reconocen especificamente

, . . . 39
antigenos y son muy efectivos para erradicar patogenos extracelulares™ .

Los mecanismos de la inmunidad innata proporcionan la defensa inicial contra las infecciones. Las

respuestas inmunitarias adaptativas aparecen después y consisten en la activacion de los linfocitos. Las

caracteristicas y comparacion entre ambas se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas de la inmunidad innata y adaptativa

Caracteristicas

Especificidad

Diversidad

Memoria

Falta de reactividad
frente a lo propio

Componentes

Proteinas
sanguineas

Células

Tomada de (autor)™.

Innata

Frente a moléculas compartidas por
grupos de microbios y moléculas
relacionadas producidas por células
daniadas del anfitrion

Limitada; codificada en linea germinal

Ninguna

Si

Complemento y citocinas

Fagocitos (macréfagos, neutrofilos),
linfocitos citoliticos naturales y células

linfoides innatas

Adaptativa

Frente a antigenos microbianos
y no microbianos

Muy grande; los receptores se
producen por recombinaciéon
somatica de segmentos génicos

Si

Si

Anticuerpos y citocinas

Linfocitos T y B, células

dendriticas, y macrofagos
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1.5.3. Células del Sistema Inmunolégico

Las células del SI son los leucocitos o globulos blancos, se llaman asi porque que no poseen color
propio, a diferencia de los hematies y las plaquetas, los leucocitos son células completas provistas de
membrana, citoplasma y nucleo, en las que es posible distinguir al microscopio diversos tipos
morfolégicos, cada uno de los cuales posee una actividad concreta dentro del comin denominador de
la funcion defensiva que les es propia>. Los leucocitos que normalmente se encuentran en la sangre

periférica son de tres tipos basicos:

1. Granulocitos o polimorfonucleares
2. Linfocitos
3. Monocitos

1. Granulocitos o polimorfonucleares: Llamados asi por los granulos que poseen en el citoplasma.

Tienen el ntcleo segmentado y, segin las caracteristicas, se dividen en:

Neutrofilos: Los neutrdfilos se forman por hematopoyesis en la médula 6sea. Se liberan a la sangre
periférica y circulan durante siete a 10 horas antes de migrar a los tejidos, en donde tienen un lapso de
vida de s6lo unos cuantos dias. En respuesta a muchos tipos de infecciones, la médula 6sea libera mas
de la cantidad usual de neutréfilos y estas células suelen ser las primeras que llegan al sitio de
inflamacion. El incremento transitorio resultante del ntimero de neutrofilos circulantes, llamado
leucocitosis, se utiliza en clinica como una indicacion de infeccion. Principales funciones: fagocitosis

. ., . .. 59
y activacion de mecanismos bactericidas’ .

Eosindfilos: Su funcion fagocitica es significativamente menos importante que la de los neutréfilos, y
se piensa que intervienen en la defensa contra microorganismos pardsitos secretando el contenido de

los granulos eosinofilicos, lo cual suele dafiar la membrana de los parasitos.

Basofilos: Los basoéfilos son granulocitos no fagociticos que se producen por hematopoyesis y cuya
funcion es liberar sustancias farmacoldgicamente activas de sus granulos citoplasmicos. Estas

sustancias tienen un papel importante en ciertas reacciones alérgicas.

2. Linfocitos: Son las células que especificamente reconocen y responden a los antigenos extrafios.
Son células de tamafio pequefio (6-8 micras), aunque en ocasiones pueden ser un poco mas grandes
(linfocitos grandes: 10-25 micras). El ntcleo nunca presenta segmentacion y es redondeado, con una
discreta zona invaginada. El citoplasma suele ser escaso, basofilico (de color azul claro) y forma una
delgada banda perinuclear. En ocasiones puede presentar una fina granulacion citoplasmatica azurdéfila
> Los linfocitos constan de diferentes subgrupos que difieren en sus funciones y productos proteicos,

aunque todos ellos parecen morfologicamente similares. Una clase de linfocitos son los linfocitos B,
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asi llamados porque se observo en las aves que maduraban en un 6rgano denominado bolsa de
Fabricio®. La segunda clase principal de linfocitos son los linfocitos T, cuyos precursores provienen
de la médula 6sea y después migran y maduran en el timo (de alli su nombre). Los linfocitos T se
subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo las mejor definidas las células T cola-

boradoras y las células T citotoxicas™.

Linfocitos T: Representan el 70-80% del total de los linfocitos. Son los responsables de la respuesta
inmune producida por células y por anticuerpos. Estos linfocitos se originan en la médula al igual que
los demds, pero posteriormente migran al timo. Existen tres tipos: linfocitos T citotoxicos,
colaboradores y supresores o reguladores. En el momento que un linfocito T detecta en el cuerpo
antigenos de su especialidad se activa y empieza a multiplicarse y a formar clones y todos estos
linfocitos estaran en continuo movimiento por los liquidos corporales. Para que un linfocito T
reconozca un antigeno este debe ser presentado anteriormente por el complejo mayor de
histocompatibilidad. Por su parte los T colaboradores y supresores participan de forma directa en la
inmunidad regulando la respuesta de las células B y de las T citotdxicas. Los marcadores cumulo de
diferenciacion (CD)  son moléculas marcadoras en la  superficie celular, que reconocen
ciertos anticuerpos, usadas para la identificacion del tipo de célula, estadio de diferenciacion celular y
actividad de la misma, que le pertenecen a este tipo de linfocitos suelen ser los de numeros inferiores,

siendo el CD4 y el CD8 los especificos de estos linfocitos®'.

Linfocitos B: Representan el 10-20% del total de los linfocitos. Son los encargados de producir
anticuerpos para que se unan a antigenos de una manera especifica. El desarrollo de las células B se
lleva a cabo a partir de unas células madre que se transforman en células B inactivas y emigran a los
organos linfoides secundarios, donde se unen a los antigenos y se activan. A partir de aqui existen dos
caminos. Parte de los linfocitos B se convertiran en células memoria que se almacenardn y otra parte
se transformard en células plasmaticas que se encargaran de segregar inmunoglobulinas. Los
marcadores CD que le pertenecen a este tipo de linfocitos suelen ser los de nimeros superiores, siendo

el CD19 el marcador especifico de estos linfocitos™.

Linfocitos NK (citoliticos naturales): Representan el 10% restante del total de los linfocitos. Estas
células forman la primera linea de defensa mediada por células citotdxicas. Se encargan de destruir los
tumores mediante mecanismos inespecificos sin necesidad de haberse expuesto anteriormente frente a
los antigenos tumorales; realizan citolisis sobre las membranas plasmaticas de algunas células. Su
accion es apoyada posteriormente por los linfocitos T citotoxicos. Estas células tienen dos tipos de
receptores en la membrana: receptores activadores y receptores inhibidores. Sus marcadores CD
especificos son CD56 y CD57%.

3. Monocitos: Son las células de mayor tamafio que circulan en la sangre periférica normal. Tienen un

diametro aproximado de 14-20 mm. El ntcleo casi siempre es reniforme y estd formado por una cro-
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matina laxa y de aspecto ondulado (cromatina “peinada”). El citoplasma es amplio, de color gris
palido y posee una granulacion azurdfila muy fina y abundante. Se mantienen muy poco tiempo en la
sangre (10-20 horas) antes de salir de los capilares hacia los tejidos. Alli se agrandan y se transforman
en los macréfagos tisulares. En esta forma pueden vivir meses o incluso afios. Pueden activarse por
una gran variedad de estimulos y pueden adquirir diferentes formas. Algunos llegan a tener un
citoplasma abundante y se llaman células epiteloides, por parecerse a las epiteliales y también pueden

fusionarse y formar células gigantes multinucleadas®.

Macrofagos: Provienen de los monocitos. Estos se originan en la médula 6sea gracias a diversos
factores de crecimiento. Tienen doble funcion: la primera consiste en fagocitar y digerir todos los
cuerpos extrafios que se introducen en el organismo, liberando los restos antigénicos en su citosol y la
segunda es la de presentacion de antigenos. Después de haber fagocitado las microorganismos
extrafios, procesan y presentan estos antigenos en su superficie con el fin de que sean reconocidos por
los linfocitos T colaboradores y citotoxicos, para que estos a su vez activen los linfocitos B y las
respuestas efectoras correspondientes. Los macrofagos reciben distintos nombres dependiendo del
lugar donde se encuentren; algunos ejemplos serian: microglia (en el cerebro), osteoclasto (en el tejido

6se0)™.

Los macrofagos pueden ser residentes (fijos en tejidos) o libres. Entre los primeros destacan:

a. Macrofagos intestinales. Los macrdfagos se encuentran principalmente en la lamina propia del
tracto gastrointestinal. Las 4reas corticales ricas en linfocitos asociados a intestino (GALT) y las
placas de Peyer contienen muy pocos macréfagos. Respecto a su funcion, podrian participar en la
presentacion antigénica y en la fagocitosis de microorganismos y células muertas®.

b. Macréfagos del higado. Las células de Kupffer se ubican en las paredes vasculares de las
sinusoides hepéticas. Pueden fagocitar un espectro amplio de células y particulas, entre ellos,
liposomas, bacterias, parasitos, virus, globulos rojos y plaquetas opsonizadas con inmunoglobulina
G (IgG) y/o complemento®.

c. Macrofagos peritoneales. Estos se encuentran entre los macrofagos de serosas; tienen capacidad
para destruir células neoplasicas y bacterias. En casos de peritonitis o ascitis maligna aumenta el

, 7 66
numero de macrofagos™ .

Por lo antes expuesto las terapias que activan estas células podrian contribuir al manejo de la obesidad,
la diabetes y el sindrome metabdlico. Investigaciones previas han mostrado la existencia de una
amplia poblacion de células NK en el tejido adiposo, tanto en ratones como en humanos*. Ahora, se
ha comprobado en ratones que estos linfocitos desempefian una funcién reguladora del peso corporal y
el estado metabolico al modular la inflamacion en el tejido adiposo. Los ratones que carecian de

células NK presentaban una mayor ganancia de peso, adipocitos mas grandes, higado graso y
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resistencia a la insulina cuando se les suministraba una dieta rica en grasa™. La transferencia de este
tipo de linfocitos o su activacion in vivo mediante su ligando lipidico, alfa-galactosilceramida,
disminuia la grasa corporal, los niveles de triglicéridos, la leptina y el higado graso de los animales,

, . ey eq. . . ., . . .. .67
ademas de mejorar su sensibilidad a la insulina con la produccion de citocinas antiinflamatorias”".

1.6. Complejo mayor de histocompatibilidad y presentacién de antigeno

El MHC influye en la reaccion de un individuo a antigenos de microorganismos infecciosos, y por
tanto se le ha implicado en la susceptibilidad a enfermedades asi como en el desarrollo de
autoinmunidad. El MHC participa en el desarrollo tanto de las inmunorreacciones humorales como de
las mediadas por células. Los estudios sobre este grupo génico se originaron cuando se descubrié que
el rechazo de tejido ajeno es el resultado de una reaccion inmunitaria a moléculas de la superficie

celular, ahora llamadas antigenos de histocompatibilidad®.

Cada especie de mamifero estudiada a la fecha posee el grupo de genes unidos de manera estrecha que
constituyen el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), cuyos productos desempefian
funciones importantes en el reconocimiento intercelular y la diferenciacion entre lo propio y lo

~ 56
extrano™ .

El complejo mayor de histocompatibilidad es un conjunto de genes dispuestos dentro de una tira
continua larga de DNA en el cromosoma 6 en seres humanos y en el cromosoma 17 en ratones. El
MHC se denomina complejo HLA en el ser humano y complejo H-2 en ratones. Aunque la
disposicion de los genes es un poco distinta en las dos especies, en ambos casos los genes del MHC (o
genes MHC) se organizan en regiones que codifican tres clases de moléculas (Figura 3):

Genes MHC clase I: codifican glucoproteinas que se expresan en la superficie de casi todas las
células nucleadas; la principal funcién de los productos génicos clase I es la presentacion de antigenos
péptidos a células T citotdxicas.

Genes MHC clase II: codifican glucoproteinas que se expresan sobre todo en células presentadoras
de antigeno (macrofagos, células dendriticas y células B), donde presentan péptidos antigénicos
procesados a células TH.

Genes MHC clase III: codifican, ademas de otros productos, varias proteinas secretadas que
desempefian funciones inmunitarias, inclusive componentes del sistema de complemento y moléculas
relacionadas con la inflamacion®.

Las moléculas MHC-I y MHC-II son glucoproteinas unidas a membrana que se relacionan de manera
estrecha tanto en estructura como en funcion. Ambos tipos de glucoproteinas de membrana funcionan
como moléculas presentadoras de antigeno muy especializadas que forman complejos

excepcionalmente estables con péptidos antigénicos, los cuales se exhiben en la superficie celular para
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reconocimiento por células T. En contraste, las moléculas MHC-III son un grupo de proteinas no
relacionadas que no comparten la similitud estructural y funcional con las moléculas clase [ y II. En la
siguiente figura se aprecia la estructura de las moléculas MHC-1 y MHC-II, que mediante un analisis

cristalografico con rayos X muestra la similitud de las moléculas®.

Molécula clase T Molécula clase T

Hendidura de
union de péptido
o) ﬁ’ per

Dominios distales
de membrana

membrana (estructura
del pliegue de la Ig)

Segmento transmembranal =
¢ =
&

Cola citoplasmica

Figura 3. Esquemas de la molécula MHC clase I y clase II que muestran los dominios externos,
el segmento transmembranal y la cola citoplasmica. La hendidura de unién de péptido estd formada
por dominios distales de membrana tanto en las moléculas clase I como en la clase II. Los dominios
proximales de membrana poseen la estructura basica del pliegue de inmunoglobulina; por tanto, las
moléculas MHC clase 1 y clase II se clasifican como miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas’.

Dominios proximales de 03 Microglobulina B,

1.7. Tejido adiposo y el Sistema Inmunolégico
Hasta hace poco tiempo el tejido adiposo era considerado un compartimiento cuya funcion principal
era el almacenamiento de triacilgliceroles, debido a la capacidad del tipo de células més abundante en
su estructura, el adipocito, de almacenar hasta el 95% de su masa en grasa®. En la actualidad se
considera que el adipocito, ademds de almacenar lipidos, es una célula endocrina extremadamente
activa con roles centrales en la homeostasis energética de todo el organismo e importante influencia
sobre otros procesos fisiologicos, entre ellos la funciéon inmune, lo cual ejecutan no solo actuando
sobre la homeostasis lipidica sistémica, sino a través de la produccion y liberacion de factores
hormonales, algunos propios y otros compartidos con otros tejidos, citocinas y componentes de la
matriz extracelular’'. Se ha sugerido, por estas razones, que el tejido adiposo debiera formar parte del
SI'7. A nivel anatomico, es un hecho que gran parte del tejido linfoide, sobre todo los ganglios
linfaticos, se encuentran rodeados y fuertemente asociados al tejido adiposo, lo cual tiene importantes
repercusiones estructurales y funcionales’'. En respuesta a una agresion foranea, se requiere que la
energia esté disponible rapidamente para una inmediata reaccion del organismo. Por tanto, el tejido
adiposo que rodea los ganglios linfaticos sirve como principal suministrador de acidos grasos para ser

utilizados como combustible™. Se ha observado, in vivo, una inmediata lipolisis en los adipocitos que
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rodean los ganglios linfaticos posterior a activacion inmune local””. Los acidos grasos poliinsaturados
del tejido adiposo son, por otra parte, precursores de prostaglandinas y leucotrienos, ambos
involucrados en la inflamaciéon”. Desde el punto de vista estructural, se ha observado que el contenido
de lipidos de la membrana plasmatica de células dendriticas y linfoides de los ganglios linfaticos se
correlaciona con el patron lipidico de los adipocitos adyacentes, lo cual, adicionalmente, tiene
implicaciones en las sefalizaciones entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T y en

la orientacion de la respuesta Th1/Th2",

La condicién cronica de inflamacion se ha relacionado también con la generacion de resistencia a la
insulina”. En este sentido, el soporte metabolico juega un papel muy importante, ya que puede
modificar la capacidad inmunitaria del organismo para combatir infecciones en la respuesta
inflamatoria. A su vez, la respuesta inflamatoria modifica el metabolismo del organismo, favoreciendo
o suprimiendo algunas vias, como es el caso de la via de sefializacion de la insulina®. La combinacién
de la respuesta inmune con un balance metabolico adecuado es benéfica para el mantenimiento de un
buen estado de salud. Existen evidencias que apoyan la asociacion entre el metabolismo y la
inmunidad: el mantener un peso saludable conduce a un equilibrio inmunitario; por el contrario, con la
desnutricion se favorece la inmunosupresion, mientras que en la obesidad se genera una inflamacion
crénica’®. A pesar de la aparente independencia entre los campos de la inmunologia y la nutricion,
muchas observaciones muestran claramente que el SI no puede funcionar adecuadamente en
condiciones de malnutricion, ya sea por defecto o por exceso. El desbalance metabolico conduce a un
desequilibrio inmunolégico, con malnutricion e inmunosupresion en un extremo del espectro, y la
obesidad o enfermedades inflamatorias en el otro extremo. Asi, la integracion entre el metabolismo y
el SI, la cual en condiciones normales es beneficiosa y necesaria para el mantenimiento de una buena

salud, puede convertirse en perjudicial en condiciones de sobrecarga metabolica’’.

La mayoria de los estudios indican que varios edulcorantes pueden ayudar con la obesidad y/o
diabetes tipo 2”%”°. Otros estudios sugieren que varios edulcorantes pueden paradéjicamente conducir
a un aumento de peso en diferentes situaciones. En 2013, Kimihiko Mitsutomi, y Takayuki Masaki
realizaron un estudio sobre los efectos de los edulcorantes no nutritivos en el tejido adiposo en ratones,
durante 4 semanas de suplementaciéon. Los resultados obtenidos fueron que la suplementacion con
sacarosa increment6 la hiperglucemia, la adiposidad corporal, y el cuerpo de peso en comparaciéon con
el grupo control. Ademas, la suplementacién disminuyd significativamente la hiperglucemia en

comparaciéon con el sucralosa administrada grupogo’gl.

Curiosamente, la suplementacién de
edulcorantes aument6 la adiposidad, que estuvo acompaifiado por la hiperinsulinemia, en comparacion
con los controles También aument6 los niveles de leptina en el tejido adiposo blanco y los niveles de
triglicéridos en tejidos en comparacion con los controles®. En recientes estudios realizados en ratones
se ha documentado la presencia de poblaciones leucocitarias en el tejido adiposo, que intervendrian

potencialmente en el desarrollo de la situacién inflamatoria caracteristica de la obesidad.™. Xu y Yang
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Q, Tan G, observaron una notable infiltraciéon de macréfagos en el tejido adiposo y hallaron que los
genes especificos de la inflamacion y los macrofagos estan regulados al alza en este tejido, lo que

anunciaria un aumento de los valores circulantes de insulina®.

1.8. Epidemiologia de la obesidad

La obesidad se caracteriza por un aumento de la masa adiposa secundario a un balance energético
positivo mantenido en el tiempo. El incremento en el volumen del tejido adiposo se acompana de otros
cambios en las caracteristicas biologicas habituales de éste, que se vuelve disfuncional. El deposito
visceral de la grasa, la hipertrofia y cambio del perfil secretor de los adipocitos, junto con la
infiltraciéon del tejido adiposo por células inflamatorias son algunas de las caracteristicas que
determinan una comunicacion alterada del tejido adiposo con otros 6rganos®. La obesidad es una
enfermedad cronica de origen multifactorial que ha aumentado de forma considerable en los paises
desarrollados en las ultimas décadas, siendo en la actualidad una epidemia mundial®.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera obesos a aquellas personas que tengan un
indice de masa corporal (IMC) superior a 30 Kg/m® y ha estimado que en el 2015 habra 2,300 millones
de adultos con sobrepeso y 700 millones de obesos. Ademas, ha aumentado de forma preocupante la
obesidad infantil y asi, en 2010, alrededor de 40 millones de nifios menores de cinco afios tenian
sobrepeso™®. La obesidad se ha convertido en un problema de salud publica, no solo por el aumento de
la estigmatizacion social, el problema econdomico que supone o bien el fallo en la calidad de vida, sino
también por el riesgo asociado que presentan dichos pacientes a desarrollar otras patologias como la
diabetes tipo 2, dislipidemias, higado graso, aterosclerosis, enfermedad cardiovascular, Alzheimer,
enfermedades Oseas y con frecuencia algunos tipos de cancer, especialmente digestivos®. Estas
enfermedades ocurren como resultado de la resistencia a la insulina inducida por la obesidad y el
hecho de que el tejido adiposo no solo sirve como reservorio de energia, sino como un 6rgano
endocrino secretor de hormonas, citocinas y proteinas que afectan a la funcionalidad de las células y
tejidos a lo largo de todo el organismo™. Esta forma de distribuciéon de la grasa en el paciente con

obesidad esta claramente relacionada con la morbimortalidad®.
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2. Planteamiento del Problema

La obesidad es un desorden epidémico mundial que se ha reconocido en el siglo XXI como una
amenaza de salud principal en la mayoria de los paises. La obesidad se caracteriza por la acumulacion
de exceso de grasa corporal y se define cuantitativamente como un indice de masa corporal superior a
30. Entre las influencias ambientales, la combinacion de exceso de la ingestion caldrica y vida

sedentaria se contribuye mas significativamente a la incidencia de la obesidad”.

En los ultimos afios, el aumento de la mortalidad relacionada con la obesidad ha dado lugar a una
oleada de dietas de pérdida de peso, productos y varias rutinas de acondicionamiento fisico. Como
resultado de las muchas condiciones de salud negativas asociadas con la ingestion de azlicar en
exceso, ha habido un aumento en el consumo de edulcorantes no nutritivos como alternativa
dietética’ .

En un estilo de vida moderno las personas estan expuestas cronicamente a cantidades elevadas de
lipidos y carbohidratos, lo que puede conducir a la disfuncién de diversos tejidos. El tejido adiposo
estd muy involucrado en el desarrollo de trastornos metabolicos”™. El tejido adiposo, es un drgano
endocrino, esta estrechamente relacionado con el almacenamiento de energia, participa en la secrecion
de una variedad de proteinas que permite participar también significativamente en la regulacion del
apetito, el metabolismo, la reproduccion y la funcioén cardiovascular. Actualmente también puede ser
considerado como un 6rgano inmunoldgico puesto que es el sitio principal de la inflamacion en la

obesidad y secreta una gran cantidad de factores que participan en la respuesta inmune’*.

El sistema inmunolégico se compone de una variedad de diferentes tipos de células y proteinas. Cada
componente cumple con una tarea especial dirigida a reconocer y/o reaccionar contra material extrafio,
como lo hacen en el proceso inflamatorio, el cual puede definirse como una respuesta local al dafio
celular, que se caracteriza por el aumento del flujo sanguineo, vasodilatacion, infiltracion de leucocitos
y la produccién local de mediadores de inflamacion. En la inflamacioén es necesario el retorno a la
homeostasis; cuando persiste este estimulo, la inflamacién puede hacerse cronica y contribuir a la
patogénesis de enfermedades tales como la obesidad, diabetes mellitus tipo 2, la hipertension y el
sindrome metabodlico, puesto que cursan por un estado inflamatorio crénico de bajo grado como
consecuencia del incremento del tejido adiposo, que tiene como efecto el aumento en la produccion de
mediadores pro inflamatorios que son estimulados por sefiales de origen exégeno y/o endogeno; los

macréofagos del tejido adiposo son la poblacion de leucocitos predominante en este drgano’*”,

En estas enfermedades, macromoléculas como acidos grasos saturados, lipoproteinas y agregados
proteicos, inician la respuesta inmunitaria y producen inflamacion, que, al no poder ser facilmente

eliminados, perpetiian la respuesta y contribuyen con la persistencia de la enfermedad.
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En los ultimos afos se ha atribuido un gran impacto y asociacion a los patrones de consumo saludable
con las bajas concentraciones de marcadores de inflamacion. Entre los componentes de una dieta
saludable, el consumo de cereales integrales, pescado, frutas y verduras se asocian con menor
inflamacién, mientras otros nutrimentos como los lipidos tienen efectos opuestos. Los productos como
edulcorantes artificiales y su papel en la produccion de la inflamacion cronica bajo grado no han dado
resultados concluyentes aun. Sin embargo, se conocen los efectos y asociacion en el consumo elevado
de fructuosa y sacarosa, mientras que el proceso que deriva de los edulcorantes artificial se vuelve un

nuevo blanco terapéutico relacionado con la inmunidad”®®’.

Por lo comentado anteriormente, surge la siguiente pregunta de investigacion:

. Cuales son las modificaciones de las poblaciones leucocitarias del tejido adiposo en ratones

BALB/c, suplementados con edulcorantes comerciales?
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3. Hipétesis

Hipétesis alterna: Los ratones suplementados con edulcorantes comerciales presentardn un
aumento en la cantidad de células presentadoras de antigeno infiltradas en el tejido adiposo,

comparado con los ratones no suplementados de edulcorantes.

Hipétesis nula: Los ratones suplementados con edulcorantes comerciales no presentaran un
aumento en la cantidad de células presentadoras de antigeno infiltradas en el tejido adiposo,

comparado con los ratones no suplementados de edulcorantes.
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4. Objetivos

General:

Caracterizar las poblaciones leucocitarias del tejido adiposo de ratones consumidores de edulcorantes

comerciales.
Especificos:
Por medio de la técnica de citometria de flujo cuantificar:

* Las poblaciones leucocitarias: CD45, CD14, CD19, CD3, CD4 y CDS§

* Laexpresion de los marcadores MHC 1 y MHC-II
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5. Justificacion

El concepto de salud es ampliamente diverso y los factores determinantes de la misma engloban desde
los aspectos més biolégicos, como los caracteres genéticos, a otros socioeconémicos y culturales que,
en conjunto, determinan la situaciéon de salud de los individuos. Los cambios acontecidos en los
modelos de enfermedad en el tiempo y probablemente, asociados a las modificaciones en los estilos de
vida de la poblaciéon y aumento en el consumo de productos industrializados, han originado un
incremento de la prevalencia de numerosas enfermedades cronicas no transmisibles como obesidad,
diabetes tipo 2, sindrome metabolico que, en definitiva, determinan un incremento de la

morbimortalidad.

Los principales contribuyentes a la creciente epidemia de obesidad son el exceso de consumo de
alimentos energéticamente densos y la reduccion de la actividad fisica. Muchos factores adicionales
también han sido reportado para contribuir a la epidemia de obesidad, incluyendo el uso de
edulcorantes, consumo de refrescos, uso de medicamentos, epigenética cambios debido a un ambiente

propicio a la obesidad en el utero y la privacion crénica del suefio.

Discutiendo especificamente el consumo de alimentos que contienen edulcorantes con el objetivo de
prevencion o reduccion de la obesidad y enfermedades cronicas no transmisibles, posiblemente esté
asociado al efecto de los azucares liquidos, puesto que no conducen a una sensacion de saciedad, por
lo que el consumo de otros alimentos no se reduce. En los tltimos 10 afios se han llevado a cabo
investigaciones bésicas y clinicas sobre las sospechas de que los edulcorantes pueden jugar un papel
causal en el desarrollo de enfermedades metabdlicas. Los datos epidemiologicos han demostrado una
asociacion entre el uso de edulcorantes artificial y la ganancia de peso, asi bien la evidencia cientifica
indica que el aumento de la prevalencia de la obesidad, diabetes mellitus tipo II, sindrome metabdlico
han sido vinculadas al aumento del consumo de alimentos o bebidas que contienen fructosa. Sin
embargo, se carece de datos para mostrar que la sustitucion de bebidas que contienen azlicar, contra

las bebidas no caldricas, realmente cause alteraciones en la composicion corporal.

Por lo tanto, conocer los efectos que pueden desencadenar el uso de edulcorantes que actualmente
estdn en disponibilidad y accesibilidad resulta crucial, principalmente porque atn no se tiene una

certeza de que su uso resulte benéfico para la salud.
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6. Material y Métodos
6.1. Diseifo de Estudio

Tipo de estudio: Experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo

Poblacion de estudio: Tejido adiposo de ratones BALB/c de 14 semanas de edad, machos y hembras.
Método de muestreo: Por asignacion aleatoria.

Tamaiio de muestra: 6 ratones machos y 6 hembras por grupo de estudio. 48 ratones en total.

Grupo Control: 12 ratones
Grupo Sacarosa: 12 ratones
Grupo Glucosidos de esteviol (Edulcorante Natural): 12 ratones

Grupo Sucralosa (Edulcorante Artificial): 12 ratones

Para el grupo sacarosa se utilizo6 10g/100 mL de soluciéon acuosa, lo cual es equivalente a 2
cucharaditas de aztcar de mesa. Para los grupos estevia y sucralosa, se utilizd un sobre comercial de 1
g/100 mL de solucion acuosa (cantidad aproximada de edulcorante en cada sobre: 1g). La
concentracion de las tres soluciones tiene la finalidad de equiparar el sabor dulce entre los grupos de
estudio y proporcionar una cantidad similar de edulcorante a la que utilizan habitualmente los seres

humanos.

6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

Criterios inclusion: Ratones BALB/c a partir de las 8 semanas de edad, con un peso aproximado entre
20y 25 ¢g.
Criterios eliminacion: Ratones BALB/c que enfermaron o murieron durante el estudio. Ratones que no

alcancen un peso adecuado.

6.3. Procedimientos

El desarrollo del proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Neuroquimica de la Facultad de

Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México.

Crianza de ratones BALB/c:
Se criaron ratones de la cepa BALB/C en el bioterio ubicado dentro de la misma Facultad, en

condiciones de temperatura regulada de 22°C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Se siguieron
las especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de animales en laboratorio, segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”. Los ratones tuvieron acceso libre a agua y alimento, la
dieta para roedores es completa en su contenido de proteina, carbohidratos, fibra, vitaminas y
minerales (LabDiet 5001). A las 8 semanas de edad, se formaron los grupos experimentales, a los

cuales se les adiciond en su agua de uso diario el edulcorante durante 6 semanas. Se evalud
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diariamente y a la misma hora la cantidad de agua ingerida por los ratones de cada grupo experimental
y control. Se cuantificaron los gramos de alimento consumidos por los ratones de cada grupo. Se
midi6é semanalmente el peso corporal de los ratones, desde el inicio hasta el final del tratamiento. Para
el sacrificio de los ratones, una vez obtenidos los grupos experimentales, los ratones se pesaron y

anestesiaron via peritoneal con 50 uL de pentobarbital sédico por cada 25 g de peso del raton.

Obtencion del tejido adiposo: El raton completamente anestesiado, se colocd en la tabla de diseccion
sujetando sus cuatro patas. se fijo al animal a la plancha del corcho, con el dorso hacia abajo, atando
patas delanteras y patas traseras, se levanto la piel del abdomen con la pinza, por consiguiente se
realizé un corte superficial de la piel abdominal con el bisturi se corta cuidadosamente las capas de
tejidos abdominales del ratéon, con cuidando de no dafar los 6rganos situados debajo, el corte se
realizé por la linea media ventral; se separd la piel del musculo para exponer la cavidad abdominal,
para identificar el tejido adiposo gonadal, la diseccion se hace siempre siguiendo la forma de la piel

del animal.

Aislamiento de leucocitos de tejido adiposo

Para continuar con la obtencion de leucocitos del tejido adiposo se procedi6 a transferir la muestra en
una caja de Petri en hielo que contenga 2 mL de 1X DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline)
(sin Mg o Ca) suplementado con 0.5% de BSA (albumina bovina). Se corté la muestra en piezas finas,
se mantuvieron las muestras en hielo y se preparan 3 mL de colagenasa tipo I, con 10 mM CaCl2, en
concentracion 1 mg/mL. Para la digestion, se transfirio el tejido adiposo a tubos coénicos de 50 mL
vertiendo el homogeneizado y se enjuagd con 1 mL de DPBS (0.5% de BSA) y 3 mL de colagenasa
tipo I. Seguido de ese paso procedemos a incubar en bafio maria a 37 °C durante 30 min con
movimientos intermitentes. Se filtraron las células a través de un filtro de 70 micras afiadiendo 10 mL
de DPBS (0.5% BSA) a tubos cénicos nuevos de 50 mL en seguida se centrifugo a 2,200 revoluciones

durante 15 mina4°C.

Transcurrido ese tiempo procedimos a decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en
3 mL de buffer ACK (buffer de lisis de eritrocitos) con el objetivo de lisar los eritrocitos
contaminantes ademas se incorpord 7 mL de buffer FACS (1x DPBS sin Cay Mg, 2 Mm EDTA y 1%
FCS) y la suspension celular se centrifugd a 2,200 revoluciones durante 15 min a 4 °C. El siguiente
paso consistio en decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento de células en buffer FACS, para
proceder a colocar las muestras en hielo y preparar alicuotas 1:10 de diluciéon de cada muestra para el
recuento de células mediante la mezcla de azul de tripano 90 uL solucion, y 10 uL de suspension

celular.
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Citometria de flujo

El boton celular fue resuspendido en 1 mL de solucién FACS. 1x 10° leucocitos se colocaron en tubos
para citometro y se incubo6 45 minutos con el anticuerpo conjugado con fluorocromos. La poblacion de

leucocitos se identifica por medio del marcador CD45.

* Tincion I: Las poblaciones leucocitarias: CD14 y CD19 y expresion de los marcadores MHC-1

y MHC-IL.

* Tincién II. Las poblaciones leucocitarias CD3 y las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y

CD8.

Finalmente, se analizo6 en el citometro de flujo BD Accuri, apoyado del software BD Accuri C6.

6.4. Variables de Estudio

Independientes: Consumo de edulcorantes
Dependientes: Peso, tejido adiposo, poblaciones leucocitarias.

Intervinientes: Ingestion de alimento.
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6.5. Implicaciones Bioéticas

Los experimentos se realizaron siguiendo las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales en laboratorio, segin la norma oficial mexicana: NOM-062-ZO0O-1999 de

Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Funcion del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. Su funcion principal
es la de asegurar la existencia de un mecanismo institucional encargado de revisar que el cuidado y uso
de los animales de laboratorio con propoésitos de investigacion, pruebas y/o enseflanza, sea de manera
apropiada y humanitaria.

En cuanto a la salud animal.

a) Todas las instituciones donde se alojen animales de laboratorio con fines de investigacion cientifica,
desarrollo tecnoldgico e innovacion, pruebas y ensefianza, deberan implantar programas sanitarios para

la prevencion de enfermedades.
b) Las cajas y jaulas se mantendran limpias, secas y en condiciones ambientales aceptables.

c¢) Todos los dias se observaran los animales para detectar cambios de comportamiento, enfermedades,

heridas o muerte.
d) El agua suministrada a los animales debe es potable y a libre acceso.

Cuenta con registros diversos para el adecuado control de sus poblaciones animales. Estos sistemas
incluyen desde tarjetas de jaulas individuales o colectivas, hasta hojas clinicas o impresos de

computadora que auxilien al investigador en dicha tarea.

Las tarjetas: Se colocan en las jaulas o cajas y los datos que en ella figuran corresponden a la
identificacion que llevan los animales que contienen, sexo, nimero de animales, cepa, protocolo al que

estdn sometidos y el responsable del proyecto de investigacion.

Colorantes o tinturas: Soélo se recomiendan en casos de identificacion usar colorantes que no sean

toxicos para los animales.

Alimento. El alimento para todas las especies debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

- Debe estar libre de aditivos, drogas, hormonas, antibioticos, pesticidas y contaminantes.

- Debe estar dentro de su periodo de caducidad.

- Almacenado en bodegas o cuartos desinfectados, secos y ventilados, sobre tarimas o en contenedores.
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6.6. Analisis Estadisticos

Para justificar el valor estadistico de los datos se utilizd la prueba ANOVA con un post hoc de Tukey, y
la prueba para datos no paramétricos de Kruskall Wallis. El valor de p<0.05 se aceptd como
estadisticamente significativo. Se utilizo el paquete estadistico SPSS version 23.0 para el andlisis de los

datos y para la elaboracion de las graficas se empleo el software Graph Pad Pris 6.
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7.4. Resumen:

Introduccién: Se ha evidenciado como contribuyentes a la epidemia de obesidad, al exceso de consumo
de alimentos energéticamente densos y la reduccion de la actividad fisica, entre las medidas de
prevencion y tratamiento se considera la implementacion de edulcorantes no caloricos para este

proposito.

Objetivos: Cuantificar poblaciones leucocitarias CD45", CD14" y CD19" y marcadores de superficie

MHC I- MHC 11, del tejido adiposo gonadal de ratones consumidores de edulcorantes comerciales.

Metodologia: Se proceso tejido adiposo gonadal de ratones BALB/c de 14 semanas de edad, machos y
hembras, suplementados con edulcorantes comerciales durante 6 semanas y clasificados en grupos de 6
ratones por edulcorante (sucralosa, estevia, sacarosa y control, por sexo). Posteriormente, se
cuantificaron las diferentes poblaciones celulares y los marcadores MHC-1 y MHC-II empleando la

técnica de citometria de flujo.

Resultados: Se observé un incremento en la frecuencia de células CD45" en hembras con sucralosa
(66.1 £ 3.4%), estevia (63.8 £ 5.0%) y sacarosa (67.7 = 4.9%) en contraste con ratones macho donde
las diferencias se encontraron en sacarosa (68.4 £ 6.0%) y estevia (67.1 = 3.4%). Para el marcador
CD14" los datos muestran que los grupos de hembras con sacarosa (21.3 + 4.3%) y sucralosa (22.2
+3.3%) presentan una frecuencia mayor de células, los ratones machos muestran diferencias en el grupo
sacarosa (19.6 + 1.4%). El analisis de la frecuencia de células CD19" en hembras muestra diferencias
en sucralosa (69.4 + 5.7%), y en ratones macho se observo diferencia en los grupos sacarosa (38.1 +
2.6%) y estevia (36.8 = 4.1%). Para la expresion el marcador de superficie MHC clase I o II no se
encontraron cambios significativos en comparaciéon con los grupos control, pero si se observaron

algunos cambios en cuanto a la intensidad media de fluorescencia de estos marcadores.

Conclusiones: El consumo crénico de edulcorantes artificiales puede tener efectos en las

modificaciones de las poblaciones de leucocitos totales, macréfagos y linfocitos B.

Palabras clave: edulcorantes comerciales, tejido adiposo, poblacion leucocitaria.
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7.5. Introduccion

Cualquier desequilibrio en el consumo de nutrimentos puede llevar a consecuencias perjudiciales. La
desnutricion severa puede llevar a la pérdida gradual de peso, la reduccion del gasto energético y la
disminucioén en la tasa metabdlica basal. Por otro lado, la sobre-nutricidén cronica, caracterizada por un
desequilibrio prolongado de energia positiva que desarrolla la obesidad, est4 asociada con el progreso de
multiples problemas de salud, como las cardiopatias y la diabetes, que contribuyen directamente al
aumento del costo de salud, morbilidad y mortalidad'. Las modificaciones en los estilos de vida de la
poblaciéon, como el exceso en el consumo de alimentos energéticamente densos y la reduccion de la
actividad fisica, han originado un incremento en la incidencia y prevalencia de numerosas enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNTs), entre ellas la obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertension y
sindrome metabolico’. Estas enfermedades presentan un origen multifactorial y se relacionan con
procesos inflamatorios crénicos de bajo grado’. En el caso de la obesidad, el proceso inflamatorio
depende en gran medida del incremento del tejido adiposo, que tiene como efecto el aumento en la
produccion de mediadores pro-inflamatorios derivados de la produccion incrementada de 4cidos grasos
saturados, lipoproteinas y agregados proteicos. En el tejido adiposo se inician respuestas inmunitarias
que producen inflamacion cronica al no poder ser ficilmente eliminados®. La inflamacién presente en

individuos obesos contribuye a la aparicion de resistencia a la insulina y al desarrollo de otras ECNTSs’.

El tejido adiposo participa en la regulacion del apetito, metabolismo, reproduccion, coagulacion y
funcion cardiovascular®’. El tejido adiposo es un érgano metabdlico central en la regulacion de la
homeostasis energética de todo el cuerpo. El tejido adiposo produce muchas sustancias bioactivas
secretoras, también conocidas como adipocinas (o adipocitoquinas), que se ha encontrado que afectan
directamente de una manera pr6 o antiinflamatoria; ademas, secreta diversas hormonas y metabolitos
que controlan el equilibrio de la energia mediante la regulacion de las sefiales al sistema nervioso
central, asi como la actividad metabolica en los tejidos periféricos®. Los cambios en el numero y el
tamafio de los adipocitos afectan al microambiente del tejido adiposo, acompafado de alteraciones en la
secrecion de adipocinas, muerte de adipocitos, hipoxia local y flujos de acidos grasos. Al mismo tiempo,
las células vasculares del estroma en el tejido adiposo, incluidas las células inmunitarias, estan
implicadas en numerosos procesos adaptativos, tales como depuraciéon de adipocitos muertos,

. , . . ’ -9
adipogénesis y angiogénesis .

Los macréfagos del tejido adiposo son la poblacion de leucocitos predominante en este, y participan en
un papel fundamental en los procesos de regulacién metabolica'. Los efectos en modelos de obesidad
murina en los que se evitd la infiltracién por macrofagos en el tejido adiposo a través de la separacion
génica de diferentes moléculas pro-inflamatorias, resultaron que no desarrollan las alteraciones

yqe . . : 11
metabdlicas sistémicas propias de la obesidad .
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En fechas recientes se ha acumulado evidencia sobre el papel del tejido adiposo en el desarrollo del
estado inflamatorio sistémico que contribuye a los riesgos asociados con obesidad. Los adipocitos
estimulados por sefiales de origen infeccioso o inflamatorio secretan muchos mediadores de la
inflamacién, que incluyen TNF-a, PAI-1, MCP-1, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-15, factor inhibidor de
leucemia, factor de crecimiento del hepatocito y moduladores inflamatorios potentes como la leptina, la
adiponectina y la resistina. Ademas de los adipocitos, el tejido adiposo contiene fibroblastos,
preadipocitos y macréfagos que residen en este tejido. Se sabe que los macréfagos son contribuyentes

cruciales en el proceso inflamatorio™".

Los macrofagos han sido implicados también en el desarrollo y mantenimiento de la inflamacion
inducida por la obesidad en el tejido adiposo, y la produccion de muchas de las moléculas
proinflamatorias secretadas por el tejido adiposo'”. Un dato importante a resaltar es la expresion
genética de ambas células pues de acuerdo a estudios es afin: los macréfagos expresan la mayoria de los
productos proteicos genéticos del adipocito, como las proteinas transportadoras de acidos grasos
(FABP-aP2, por sus siglas en inglés) y el PPAR, mientras que los adipocitos pueden expresar muchas
proteinas que podrian considerarse exclusivas de genes proinflamatorios de macrofagos, tales como
TNF-a y IL-6. Los macrofagos pueden atraer, englobar y almacenar lipidos para convertirse en células
espumosas aterosclerdticas'®. Los preadipocitos bajo ciertas circunstancias pueden presentar
propiedades fagociticas y antimicrobianas, y pueden tener la capacidad de diferenciarse en
macrofagos'”. Estos hallazgos indican que la obesidad se caracteriza por una acumulacion de
macrofagos en el tejido adiposo, y agregan una nueva dimension en la manera como debemos entender
e interpretar el comienzo de la obesidad y su vincula relacion con los procesos inflamatorios que
ocurren simultineamente'®. Se ha podido determinar que el namero de macrofagos presentes en el tejido
adiposo se correlaciona positivamente con el indice de masa corporal, y ademas se podria decir también
estos macrofagos podrian contribuir al crecimiento de la masa grasa corporal'’.

El objetivo principal de este estudio fue conocer si las poblaciones leucocitarias especificamente la
cantidad y activacion de células presentadoras de antigeno CD14 y CD19 se veian aumentadas en los
grupos de animales suplementados con edulcorantes artificiales en ambos sexos y conocer la expresion

de las moléculas de MHC-1 y II.
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7.6. Material y Métodos

Animales y grupos experimentales: Se criaron ratones de la cepa BALB/c en condiciones de
temperatura constante aproximada de 23° C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas con acceso
a alimento y agua (4d libitum). Se siguieron las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales en laboratorio, segun la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. A las 8
semanas de edad, se formaron 4 grupos experimentales con 6 ratones hembra y 6 machos cada uno, tres
ratones por caja, separandolos de la siguiente forma: control (sin suplementacion de edulcorante),
sacarosa (10g/100 mL de agua purificada), sucralosa (un sobre comercial de 1 g/100 mL de agua
purificada (cada sobre contiene 1 g de edulcorante) y estevia (un sobre comercial de 1 g/100 mL de agua
purificada (cada sobre contiene 1 g de edulcorante), la suplementacion se realizé con ayuda del
bebedero, esta solucion fue cambiada por una nueva diariamente y a la misma hora, durante 6 semanas.
La concentracion de las tres soluciones tiene la finalidad de equiparar el sabor dulce entre los grupos de
estudio y proporcionar una cantidad similar de edulcorante a la que utilizan habitualmente los seres
humanos. Se evalu6 diariamente y a la misma hora la cantidad de agua y alimento consumido y se midi6
semanalmente el peso corporal. Al término del periodo de tratamiento, se sacrificd a los animales por
anestesia via intraperitoneal con 50 uL de pentobarbital sédico por cada 25 g de peso del ratén y se

procedio con la diseccion del tejido adiposo

Obtencion del tejido adiposo: Una vez anestesiados los animales, se procedié a realizar la diseccion
del tejido adiposo, realizando un corte por la linea media ventral, separando la piel del musculo para
exponer la cavidad abdominal. Para identificar el tejido adiposo, la diseccion se hizo siguiendo la forma
de la piel del animal con ayuda de un microscopio optico, identificando el tejido gonadal y aislandolo
cuidadosamente, posteriormente fue colocado en una caja de Petri en hielo con PBS para realizar un

lavado y continuar el proceso.

Aislamiento de leucocitos de tejido adiposo: Las muestras se colocaron en cajas de Petri con 2 mL de
DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) 1X (KCl 200 mg, NaCl 8000 mg, Na,HPO,7H,0 2.160
g, KH,PO,4 200 mg), sin Mg o Ca, suplementado con 0.5% de BSA (albumina sérica bovina), sobre
cama de hielo. El tejido se corta en piezas finas y se transfiere a tubos conicos de 50 mL para su
digestion enzimatica, vertiendo el homogeneizado y enjuagando con 1 mL de DPBS y 3 mL de
colagenasa tipo I (C0130, Sigma). Seguido de ese paso, procedimos a incubar en bafio maria a 37 °C
durante 20 min con agitacion intermitentes. Las células separadas se pasaron a través de un filtro de 70
micras (22363548, Fisherbrand), afiadiendo 10 mL de DPBS a tubos cénicos nuevos de 50 mL. En
seguida, se centrifugd a 2,200 rpm durante 15 min a 4 °C. Transcurrido ese tiempo, procedimos a
decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 3 mL de buffer ACK (buffer de lisis de
eritrocitos, (1.652 g NH4Cl, 0.2 g K,COs, 0.0074 g EDTA), con el objetivo de lisar los eritrocitos

contaminantes; adicionalmente, se afiadieron 7 mL de buffer FACS (1X DPBS, sin Ca o Mg, 2 mM
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EDTA, y 1% suero fetal bovino) y la suspension celular se centrifugd a 2,200 rpm durante 15 min a 4
°C. Se decant6 el sobrenadante y el sedimento de células fue resuspendido en 7 mL de buffer FACS.
Las muestras se colocaron en hielo y se procedi6 al conteo celular mediante la técnica de exclusion de
azul de tripano en diluciéon 1:10 (90 uL colorante, 10 uL de suspension celular), empleando un

hemocitometro.

Citometria de flujo: 1 x 10° células se colocaron en tubos de 5 mL para citdmetro y se incubaron
durante 45 min con anticuerpos primarios conjugados con fluorocromos: CD19-FITC (Cat.115506,
Biolegend), CD14-APC (Cat. 123312, Biolegend), CD45-APC (Cat. 147708, Biolegend), MHC-I-PE
(Cat.12-5998-81, e-Biosciences) y MHC-II-PE-Cy5 (Cat. 107611, Biolegend). Los anticuerpos se
emplearon en las concentraciones sugeridas por el fabricante. Al término de la incubacion, las muestras
se lavaron con 1 mL de solucion FACS y se procedi6 al analisis en un citdmetro de flujo BD Accuri C6,
empleando el software del mismo equipo. El andlisis estadistico se realiz6 con los programas IBM SPSS

version 23 y Graph Pad Prism 6.
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7.7. Resultados

Incremento en la frecuencia de leucocitos en tejido adiposo gonadal de ratones suplementados con

edulcorantes.

Diferentes investigaciones postulan que la acumulacién de leucocitos en el tejido adiposo es un proceso
importante en el establecimiento de los procesos inflamatorios créonicos observados en individuos que
cursan con obesidad. Para identificar la presencia de leucocitos dentro del tejido adiposo gonadal en
ratones que fueron suplementados con edulcorantes, empleamos citometria de flujo para cuantificar

leucocitos totales, utilizando el marcador CD45" para identificarlos.

Nuestros resultados muestran un incremento significativo en la frecuencia de células CD45" (leucocitos
totales) en el tejido adiposo gonadal de las hembras suplementadas con sacarosa (67.6 + 4.1%) (3,
588,100 células), sucralosa (66.1 = 3.4%), (3, 701,600 células) y estevia (63.8 = 5.0%), (3,636,600
células), en comparacion con el grupo control (41.5 £ 1.5%), (2,091,000 células), (p<0.05, Fig. 1By C).
En contraste, en ratones macho las diferencias significativas se encontraron en los grupo sacarosa (68.4
+ 6.0%), (3, 604,000 células) y estevia (67.1 £ 3.4%), (3, 819,000 células), siendo estos grupos los que
reportaron mayor porcentaje de células CD45" en tejido adiposo gonadal comparados el grupo control
(47.3%+ 5.0%), (2,412,300 células), (p<0.05, Fig. 1E y F). El grupo sucralosa mostr6é un incremento no
significativo con respecto al control (51.7 £ 6.0%), (2, 763,200 células). Los datos sugieren que los
ratones que consumen edulcorantes acumulan una mayor proporciéon de leucocitos en el tejido adiposo

gonadal en comparacion con ratones sin suplementacion.
Alteraciones en las frecuencias de células CD14" y CD19" en tejido adiposo gonadal de ratones su

Con el fin de determinar la presencia de macrofagos y linfocitos B en el tejido adiposo gonadal,
procedimos a analizar las poblaciones leucocitarias extraidas del mismo tejido, empleando anticuerpos
contra los marcadores CD14 y CD19. De manera similar a lo observado en el andlisis previo, los datos
obtenidos muestran que los grupos de hembras suplementados con sacarosa (21.8 = 4.3%), (1,128,900
células) y sucralosa (22.2 + 3.3%), (1,232,000 células) y estevia (20.1 + 4.2%), (1,140,000 células)
presentan una frecuencia significativamente mayor de células CD14" en el tejido adiposo gonadal,
comparados con el grupo control (6.8 = 1.6%), (346,800 células), (p<0.05, Fig. 2B y C). Por otra parte,
los datos arrojados por las poblaciones obtenidas del tejido adiposo gonadal de ratones machos muestran
diferencias significativas en los grupos sacarosa (19.6 = 1.8%), (1, 038,800 células), comparados con el
grupo control (13.6 £1.3%), (693,600 células), (p<0.05, Fig. 2E y F). El grupo estevia no mostrd
diferencias significativas con respecto al control (16.4 = 1.6%), (923,400 células), (p<0.05), tampoco asi
el grupo sucralosa (14.5 £ 1.7%), (812,000 células).

De forma similar, el anélisis de la frecuencia de células CD19" en el tejido adiposo gonadal en hembras

muestra diferencias significativas en el grupo sucralosa (69.4 £ 5.7%), (3, 886,400 células) en relacion
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al grupo control (38.2 = 8.4%), (1,861,500 células) (p<0.05, Fig. 3B y C). En este caso, los grupos
sacarosa (44.9 = 4.3%), (2, 379,700 células) y estevia (38.2 = 8.3%), (2,177,400 células) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas. En contraste, los resultados en ratones macho unicamente
mostraron una diferencia significativa en los grupos sucralosa (38.1 + 2.6%), (1,920,800 células) y
estevia (36.8 = 4.7%), (2,097,600 células) comparado con el grupo control (20.9 + 3,2%), (1,025,100
c¢lulas), mientras que el grupo sacarosa (344 £ 2.1%), (2,019,300 células) no obtuvo datos

estadisticamente significativos (Fig.3E y F).

Expresion de moléculas MHC clase I y II por leucocitos en tejido adiposo gonadal de ratones

suplementados con edulcorantes.

Un objetivo mas de este estudio fue determinar la expresion de los marcadores de superficie MHC clase
I y II en los grupos de células analizadas, puesto que estas moléculas son esenciales en la presentacion
de antigenos por macréfagos y linfocitos B, incrementando su expresion cuando existe activacion
celular durante las respuestas inflamatorias'®. Con relacion a las células CD14", nuestros datos muestran
que la frecuencia de células MHC-I" no fue significativamente mayor en ningtin grupo de hembras
suplementadas: sacarosa (100.0 £ 0.0%), sucralosa (99.1 = 0.1%) y estevia (100 £ 0%) en comparacién
con el grupo control (99.8 = 0.2%), (Fig. 4C). Por otra parte, en los machos tampoco se observé una
diferencia significativa en los ratones suplementados con sucralosa (99.5 + 0.1%), sacarosa (100 = 0%)

y estevia (99.8 = 0.3%) comparados con el grupo control (99.7 £ 0.5%), (Fig. 4E).

En contraste, el analisis de la expresion de moléculas MHC-II" en macréfagos en ratones hembra no
observamos un incremento o disminucién significativa reportando los siguientes datos: sacarosa (97.9 =
0.5%) estevia (98.5 = 0.5%) vy sucralosa (97.7 = 0.3%) comparados con el control (99.8 = 0.1%), (Fig.
4D). En los machos, los grupos suplementados con sacarosa (98.1 £ 0.3%), estevia (98.0 £ 0.3%) y
sucralosa (98.2 £ 0.5%) no reportaron diferencias en el porcentaje de células MHC-II", comparados con

el grupo control (98.1 £ 0.2%), (Fig. 4F).

En relacion a la expresion de estos marcadores en células CD19", en hembras, los resultados obtenidos
no reflejaron diferencias estadisticamente significativas comparadas con el control. Para el marcador
MHC-I se encontraron los siguientes datos: control 98.8 = 0.2%; sacarosa 98.7 = 0.6%; sucralosa 99.1 =
0.6% vy; estevia 98.5 = 0.4%. (Fig. 5C). Por su parte, para el marcador MHC-II, no obtuvo resultados
diferentes entre: sacarosa (46.9 = 0.8%); estevia (51.2 £ 0.7%) y sucralosa (44.9 £ 0.8%); comparado

con el grupo control (43.2 £ 0.1%), (Fig. 5D).

En ratones macho, los resultados para el marcador MHC-I en los grupos de los edulcorantes sacarosa
(98.8 = 0.4%), sucralosa (99.1 £ 0.2%) o estevia (98.8 = 0.4%) no muestran diferencias significativas

comparados con el control (98.5 £ 0.5%) (Fig. SE). De la misma forma, no encontramos diferencias
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significativas para la frecuencia de células CD19"/MHC-II" en los grupos sacarosa (50.1 + 3.6%),
sucralosa (44.4 £ 3.3%) o estevia (45.3 = 3.1%) en relacion al grupo control (43.3 + 3.8%) (Fig. 5F).

Adicionalmente, el analisis de intensidad media de fluorescencia (IMF) para estos marcadores en células
CDI14" indica que, en ratones hembra, los grupos suplementados con sacarosa (253,253 + 10,100),
sucralosa (239,652.5 £ 9,600) o estevia (241,795.7 £ 8,800), presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la intensidad media de fluorescencia para MHC-I comparados contra el control
(283,915.30 £ 9,620), (p< 0.05, Fig. 4G). De forma similar se observaron diferencias significativas en la
IMF para el marcador MHC-II en ratones hembras en el grupo sacarosa (1, 244,967.1 + 195,628),
comparados con el grupo control (458,036.2 = 191,989); sucralosa (826,477.6 = 197,543) y estevia (10,
200,615.7 + 246,660) no reportaron diferencias estaticamente significativas (p< 0.05, Fig. 4H). Por su
parte, en ratones macho, la IMF para MHC-I en los grupos suplementados con edulcorantes no mostrd
incrementos estadisticamente significativos comparados con el grupo control (sacarosa 152,903 +
3,561.4; sucralosa 152,679.5 + 6,712.1; estevia 149,188.6 + 2,798.3 y; control 160,955.7 + §8,332.1),
(Fig. 4I). No obstante, en la intensidad media de fluorescencia del marcador MHC-II en machos
presentd un incremento significativo en el grupo suplementado con sacarosa (1, 245,879 £ 197,798);
comparados con el control (537,065.5 £ 29,445.5), (p<0.05, Fig. 4J). Los grupos sucralosa (1, 018,015
+ 156,297.5) y estevia (1, 126,581 + 183,204.7), no obtuvieron datos estadisticamente significativos,

aunque si se observa una tendencia a aumentar comparados con el grupo control.

En contraste, el analisis de la intensidad media de fluorescencia de MHC-1 y MHC-II en células CD19"

no mostro6 diferencias significativas entre los grupos de ratones hembra suplementados con edulcorantes
y el control (MHC-I: sacarosa (254,690.6 = 9,620), sucralosa (253,630.2 = 10,100) y estevia (242,253.1
+ 9,600.0), y grupo control (244,917.4 £ 8800.0), (MHC-II: sacarosa 1,080,805 £ 190,000; sucralosa
1,265,495 + 190,000; estevia 846,144.5 + 240,000; control 1,029,251 £ 180,000) (Fig. 5G y H). En
ratones macho, la expresion de MHC-I no mostré diferencias significativas entre grupos (sacarosa
153,939.7 + 3,594.6; sucralosa 156,242.5 + 5,965; estevia 151,549.7 + 3,013.5; control 168,476.7 +
7,869). Sin embargo, la expresion del marcador MHC-II demostré incremento estadisticamente
significativo en los grupos sacarosa (1,274,219 = 194,164.7) y estevia (1,147,368 = 179,721.1), p<0.05,
comparados con el grupo control (404,784.3 £ 146,995), mientras que el grupo sucralosa no mostrd

diferencias (Fig. 51y J).
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7.8. Discusion

El estado nutricional puede influir tanto en lo innato como en lo adaptativo los sistemas inmunologicos.
De hecho, numerosos estudios han identificado un vinculo entre la nutriciéon y los macréfagos. La
obesidad conduce a una acumulaciéon de macréfagos pro-inflamatorios en el tejido adiposo tanto en
modelos murinos como en humanos; estos macrofagos inflamatorios comprenden 40-60 % de tejido

. . . . . - 19
inmune en la obesidad y producen citoquinas pro-inflamatorias .

Por lo tanto conocer si el consumo crénico de edulcorante tendria efecto en las poblaciones leucocitarias
del tejido adiposo resultd crucial, con el fin de identificar el tipo de respuesta inmunologica, se
realizaron tinciones con fluorocromos conjugados para poblaciones celulares CD45", CD14", CD19" y
marcadores de superficie MHC 1y II. En células CD45" en tejido adiposo gonadal en hembras presento
mayor porcentaje de células el grupo sucralosa y estevia, mientras que en machos las diferencias se
encontraron el grupo sacarosa y estevia, (p<0.05 comparado con control). Este dato nos brinda
informacion relevante al transito de leucocitos totales, que estdn vinculas con la obesidad y procesos
inflamatorios crénicos que a menudo dan lugar a diabetes mellitus tipo 2. Los edulcorantes alteran
significativamente la prueba de sobrecarga oral de glucosa, induciendo un perfil de insulinorresistencia,
que a largo plazo puede favorecer el sobrepeso’’. La informacion obtenida se confirman con la
investigacion realiza en 2004 donde investigadores concluyeron que, la inflamacién del tejido adiposo
inducida por la obesidad es controlada por una diversa red de leucocitos compuestos por multiples

reguladores celulares de la inmunidad innata y adaptativa®'.

En el andlisis realizado se calcul6 un aumento en las poblaciones en el recuento de células y en el
porcentaje de células obtenidas para CDI4", las diferencias fueron encontradas en los grupos
suplementados con sacarosa y sucralosa para ambos sexos, (p<0.05 comparado con control). Podemos
vincular un aumento de estas células al consumo cronico de los edulcorantes puesto que los animales de
experimentacion (de ratones BALB/c), fueron alimentados con una dieta completa y equilibrada, en
macro y micro nutrimentos, ademas que la cepa que se utilizd6 no responde al aumento de peso
genéticamente, asi se asegura que de ganancia de peso es directamente del agente causal a medir en esta
cepa murina. Ademads investigadores proponen que el contenido de macréfagos se correlaciona
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positivamente con los trastornos metabdlicos asociados con la obesidad en roedores y humanos™.

Para el anélisis del porcentaje de células CD19" en el tejido adiposo gonadal de ratones hembras y
machos las diferencias significativas se hallaron en el grupo sucralosa (p<0.05 comparado con control),
estos resultados sugieren que el consumo de sucralosa podria estar estimulando la respuesta inmunitaria
humoral. Siendo de nuestro interés conocer como afectaba el consumo de edulcorantes en
poblaciones linfocitarias, hemos encontrado que el niimero de linfocitos B y macrofagos presentan

una diferencia en aquellos grupo que consumieron: sucralosa, suponiendo asi que aunque este
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edulcorante no contiene glucosa, el origen del producto tiene efectos en el consumo energético, el
aumento de peso y el incremento de las poblaciones infiltradas de células presentadoras de
antigeno; y sacarosa concluyendo que el aporte calorico desequilibrado y crénico del azucar afecta
en la balance positivo de la alimentacion y como resultado existe el aumento de peso, que
condiciona en este proyecto el aumento de las células presentadoras de antigeno, de esta forma se
rechaza la hipotesis nula, puesto que se analizaron cambios en el aumento de células CD14" y

CDI19".

Muchas pruebas apoyan un papel de las células T pro-inflamatorias y los macréfagos promueven la
inflamacion local en tejidos como el tejido adiposo visceral. Mas recientemente, se ha sugerido que las
células B actian como un activador en la orquestacion en estos procesos. Las células B se infiltran en el
tejido adiposo y muestran cambios funcionales y fenotipicos en la respuesta a la obesidad inducida por
la dieta, en nuestro estudio logramos identificar cambios fenotipicos en el tejido adiposo de animales
suplementados. Se ha vinculado a las células B como contribuyentes a la resistencia a la insulina
mediante la presentacion de antigenos a las células T, pues este proceso da pie al inicio de secretar
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citoquinas inflamatorias y producciéon de anticuerpos patéogenos ™.

En nuestros resultados el grupo en tratamiento con sucralosa tanto en machos como en hembras es el
que se mostré con diferencias estadisticamente significativas, aumentando las poblaciones tanto en el
porcentaje como el conteo en numero de células, estos resultados nos hablan de un proceso probable de
infiltracion de células B para mediar el descontrol al que se somete el animal bajo suplementacion
crénica, contribuyendo a una cascada pro inflamatoria. A través de estos procesos, las células B tienen
la capacidad tnica de modular la produccion de citoquinas de células T y macréfagos ademds de la
polarizacién a maultiples niveles, y por lo tanto, potencialmente representan un nuevo objetivo

terapéutico para la terapia inmunologica™™.

Ademas de producir citocinas, las células B también son células importantes presentando antigenos y
través de esta actividad pueden influenciar profundamente las células T. En obesidad inducida por dieta.
Las células B pueden interactuar con células T de una manera dependiente del MHC para inducir la
expresion del IFNy, que contribuye a la inflamacion local y sistémica y la resistencia a la insulina que

estd asociada'®.

Como parte de las moléculas que regulan la respuesta inmunologica el porcentaje de células que
expresan MHC clase I o clase II en monocitos/macrofagos, se comportaron para hembras y machos muy
similares, no se hallaron diferencias significativas comparadas con el grupo control, sin embargo, si se
encontraron algunas diferencias en la intensidad media de fluorescencia, lo que nos puede indicar que
las células que expresan estas moléculas presentan mas moléculas de MHC en su superficie, lo que

puede aumentar la presentacion de antigenos a los linfocitos T.
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Este fue un estudio en un modelo murino, en el que se trabajo con del sistema inmunologico, en
especial de las poblaciones leucocitarias y células presentadoras de antigeno y su relacion con la
alimentacion y el consumo crénico de edulcorantes artificiales, ya que en la actualidad el consumo
de edulcorantes se ha tornado muy publico. Esta investigacion demuestra que el consumo de
sucralosa y sacarosa puede incrementar la respuesta inmunoldgica pro-inflamatoria; pero aun es

necesario realizar otros estudios para conocer mas a detalle este efecto inmunolégico.
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7.9. Conclusiones

El estudio nos permite concluir que en el andlisis para citometria de flujo las poblaciones con mas
células CD45" fueron, en hembras: sacarosa, sucralosa y estevia, mientras que en macho fueron sacarosa
y estevia, lo que demuestra que el reclutamiento de leucocitos en el tejido adiposo de ratones

suplementados con edulcorantes comerciales aumenta comparado con el grupo control.

En cuanto a las poblaciones CD14" los datos estadisticamente significativos se hallaron para hembras en
los grupos sacarosa sucralosa y estevia para machos en sacarosa, este dato puede deberse al aumento en
el consumo energético que tienen estos dos grupos. Para el porcentaje de células CD19" fueron

estadisticamente significativas aquellas con suplementacion de sucralosa.
El porcentaje de células que expresan MHC-I- II en monocitos/macréfagos y linfocitos B no reportaron

diferencias significativas en los grupos con tratamiento comparadas con el grupo control, pero si hubo

mayor expresion en el nimero de moléculas del MHC por célula.
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7.10. Figuras
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Figura 1. Porcentaje de células que expresan CD45" (leucocitos totales) en el tejido adiposo
gonadal. A y D) Dot plots del porcentaje de células positivas para CD45" (machos y hembras), en la
seccion R1. By E) Porcentaje de células CD45". C y F) Numero total de células CD45". n=6 animales
por grupo/sexo. Los valores representan la media = E.E. *p<0.05 comparado con el grupo control.
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Figura 3. Porcentaje de células que expresan CD19" (linfocitos B) en el tejido adiposo gonadal. A
y D) Dot plots del porcentaje de células positivas para CD19" (hembras y machos), en la
seccién R1. B y E) Porcentaje de células CD19". C y F) Numero total de células CD19". n=6
animales por grupo/ sexo. Los valores representan la media + E.E. *p<0.05 comparado con el
grupo control. a p<0.05 estevia comparado con sucralosa.
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Figura 4. Porcentaje de células que expresan MHC-I y doble positivas en células CD14" del tejido
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células positivas al marcador MHC-I y MHC-II (hembras y machos). C y E) Porcentaje de
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7.12. Resultados adicionales

En este estudio resulto muy importante conocer la variable del peso puesto que es un indicador fiable y
de facil acceso para muchos estudios ademas nos brinda la oportunidad de compararlo para conocer las
diferencias de peso por semana entre lo diferentes grupos suplementados, para esto, se realizd un
analisis obteniendo la media de ganancia de peso (delta) de los grupos por semana (Grafica 1). El

analisis estadistico no arrojo diferencias estadisticas en ningun grupo de las hembras.

Ganancia de peso promedio por grupos de ratones hembras

2.0
Control
1.5 -8~ Sacarosa
Sucralosa
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Gramos (A)
5

0.5

0.0

Semana 1 2 3 4 5 6

Grafica 1. Ganancia de peso semanal promedio por grupo de ratones hembras. Se muestra la
ganacia de peso promedio en gramos, comparado por tratamiento de edulcorantes y grupo control,
expresado en A. n=6 animales por grupo.

Se analiz6 el peso de los ratones semanalmente y a la misma hora, con el objetivo de determinar si el
consumo de los edulcorantes tenia efecto en el aumento de peso. El grupo de hembras que mostré mayor

peso fue el que consumi6 sacarosa (25.7 g en promedio) como se muestra en las grafica 2.

Peso promedio por grupos de ratones hembras
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Grifica 2. Peso promedio semanal por grupo de ratones hembras. Se muestra la ganancia de peso
promedio por grupos de tratamiento y grupo control en gramos, durante las semanas de suplementacion.
n=6 animales por grupo. *p =0.02 sucralosa y sacarosa comparados con el grupo control.
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En relacion a las graficas antes presentadas se muestra en seguida en la tabla 5 el andlisis estadistico de
pesos de los animales en tratamiento (hembras). Donde se encontraron resultados estaditiscamente
significativos solo en la tltima semana de tratamiento, entre sacarosa (25.7 = 0.6 g) y sucralosa (25.5 £

0.5 g) comparado con el grupo control (22.1 + 0.6 g).

Control Sacarosa Sucralosa Estevia

Media £+ EEE. Media+ E.E. Media+ E.E. Media+ E.E. Valor p*
Peso inmicial  1920£036  19.0+0.36 19.06+£032  19.03+0.77  0.956
Semana 1 19.86+£0.53  19.80+.0.57  20.76+0.48  20.58=+0.58  0.546
Semana 2 2070+ 051  20.54+059  21.98+047  21.56+055 0205
Semana 3 2090+0.56  21.65+048  22.60+042  22.13+053  0.149
Semana 4 2126+0.64  22.18+0.66  23.34+029  2248+062  0.106
Semana 5 22.13+£045  24.94+£040  24.14+036  23.15+074  0.119
Semana 6 22154062  2574+0.62  2558+0.56  23.30+0.89  0.02*

Tabla 5. Valores corporales en ratones hembras con suministro de edulcorantes por 6 semanas.
Los valores representan la media + E.E. (error estandar) en gramos de peso, las diferencias entre los
grupos, se consideran estadisticamente significas con un valor de p<0.05, n= 6 animales por grupo. *p
=0.02 sucralosa y sacarosa comparados con el grupo control.

En este estudio nos dimos a la tarea de analizar también la ganancia de peso de los grupos macho que
conformaban los grupos de tratamiento, se obtuvo la ganancia de peso de los grupos de macho por
semana (Gréafica 3). El analisis estadistico nos arrojé diferencias en la semana 1 entre el grupo sacarosa

(4.2 £ 1.7 g) comparado con sucralosa (0.5 + 0.4 g) y control (1.8 £ 0.7 g).

Ganancia de peso promedio en grupos de ratones machos
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Grifica 3. Ganancia de peso promedio por grupo de ratones machos. Se muestra la ganacia de peso
promedio en gramos, comparado por tratamiento de edulcorantes y grupo control, expresado en A. n=6
animales por grupo. * p =0.02 sacarosa comparados con sucralosa y grupo control.
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Por otro lado, en las siguientes graficas podemos visualizar la ganancia promedio por semana, en

animales machos, donde podemos identificar que los grupos suplementados con edulcotantes

comerciales aunmentan gradualmente su peso; el grupo que mas gano peso al final del estudio y reflejo

diferencias estadisticas fue el grupo de sacarosa (27.2 g en promedio).

Gramos

Peso promedio por grupos de ratones machos

264

24

20+
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Control
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Sucralosa

-¥ Estevia

L)
Semana

Grifica 4. Peso promedio por grupo de ratones machos. Se muestra la ganancia de peso promedio
por grupos de tratamiento y grupo control en gramos durante las semanas de suplementacion. n=6
animales por grupo. *p =0.038 sacarosa comparado con el grupo control.

En seguida se muestra el analisis estadistico de pesos de los animales machos en tratamiento, se puede

resaltar el valor de p=0.038 en la ultima semana, esta diferencia se identificdé en el grupo sacarosa

comparado con el control.

Peso inicial
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5

Semana 6

Control
Media + E.E.
19.1+£0.41
21.93+£0.30
22.80 +0.38
23.50+£0.32
24.33 +£0.28
24.86 +0.47
25.00 £0.30

Sacarosa
Media + E.E.
19.08 +0.15
22.40 £0.82
22.66 £ 0.80
24.90 +0.95
25.20+0.88
25.60 £ 0.82
27.20+£0.76

Sucralosa

Media + E.E.

19.33 £0.59
21.85 £0.57
22.78 £0.54
23.66 =0.81
23.96 £ 0.71
24.70 =0.77
26.38 £0.80

Estevia
Media + E.E.
19.36 £ 0.34
21.68 +0.35
22.20+0.30
23.35+0.49
24.28 +0.58
25.25+0.59
26.95 +0.48

Valor p*

0.822
0.883
0.848
0.442
0.593
0.803
0.038*

Tabla 6. Valores corporales en ratones machos con suministro de edulcorantes por 6 semanas. Los
valores representan la media £ E.E. en gramos de peso, las diferencias entre los grupos, se consideran
estadisticamente significas con un valor de p < 0.05. n=6 animales por grupo. *p =0.038 sacarosa
comparado con el grupo control.
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Para conocer las posibles diferencias en el peso final entre los grupos de macho y hembras se realizd
una prueba estadistica (ANOVA univariado) la cual demostrd que existen diferencias en los pesos de los
animales suplementados, siendo un factor que repercute en los resultados el sexo de los animales (Tabla
7). Las diferencias que existen, se deben tanto por el tratamiento como por la variable sexo, en el
analisis por grupos el control, sacarosa, sucralosa, y estevia, muestran diferencias al comprarlos por el

S€XO0.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Peso

Origen Media Sig.
cuadratica

Tratamiento 13.810 0.00*

Sexo 38.163 0.00*

tratamiento * sexo 5.246 0.041*

Tabla 7. Prueba inter-sujetos en el peso final de ratones machos y hembras. Con suministro de
edulcorantes por 6 semanas. p <0.05. n=6 animales por grupo. * p =0.041 comparando tratamiento y
sexo.

Para conocer cémo influye el consumo de edulcorantes o agua se evalué el consumo de bebida
realizando mediciones diarias y a la misma hora. El grupo que presenté mayor consumo de liquido fue
el suplementado con sacarosa (40 mL en promedio por semana), seguido por grupo estevia (38.9 mL en
promedio por semana) y sucralosa (37.2 mL en promedio por semana), mientras que el grupo control

tuvo un promedio por semana de 34.5 mL.

Consumo de edulcorantes en ratones hembras por semana de tratamiento
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Grafica 5. Consumo promedio de edulcorantes o agua en ratones hembras. Los valores representan
la media = E.E. reportado en mL del consumo de edulcorante o agua. Se puede visualizar el consumo
comparado por diferentes tratamientos durante 6 semanas de evolucion. n=6 animales por grupo. *
p<0.05 comparado con el grupo control.
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En la siguiente tabla se muestra el andlisis estadistico que se llevd acabo para identificar diferencias

estadisticamente significativas, encontrando resultados desde la semana 3 entre grupos y con el grupo

control.
Control Sacarosa Sucralosa Estevia Valor p*
Media+ E.E. Mediaz E.E. Media+£E.E. Mediaz+E.E.
Semana I 2800041  28.7+0.28 28.4+0.38 2887057  0.189
Semana 2 36.0 +0.66 35.5 +0.55 35.6 +0.47 3595+055 0331
Semana 3 35754025  35.1+432 3595+033  37.10+0.67  0.003%
Semana 4 3570+£0.56  46.10+£0.62  36.15+034  47.90+067  0.004a
Semana 5 35.6 +0.38 46.50+0.21  38.15+0.14  38.40+026  0.008P
Semana 6 36.80£0.40  48.14x0.89  49.60+0.42  4580+040  0.001P

Tabla 8. Consumo de edulcorante o agua en ratones hembras por 6 semanas. Los valores
representan la media + E.E. en gramos de peso, las diferencias entre los grupos, se consideran
estadisticamente significas con un valor de p<0.05. * p<0.05 estevia comparado con el grupo control. a
p<0.05 sacarosa y estevia comparado con el grupo control. B p<0.05 sucralosa, sacarosa y estevia
comparado con control.

A continuacion, se reportan los datos obtenidos del consumo de edulcorantes en ratones machos,
durante el tratamiento y los resultados fueron los siguientes: grupo sacarosa reportd6 mayor consumo
(47.3 mL en promedio por semana), seguido por sucralosa (40.1 mL en promedio por semana) y estevia
(39.0 mL en promedio por semana) por ultimo el grupo control con un consumo de 38.9 mL en
promedio por semana. Estos resultados se equiparan a los datos obtenidos en hembras, los resultados
nos permiten conocer que existe una predileccion por el consumo de bebidas azucaras como sucede en

: : 98,99,100.
otros estudios en cepas murinas y humanos™ "

Consumo de edulcorantes en ratones machos por semana de tratamiento
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Grafica 7. Consumo promedio de edulcorantes o agua en ratones machos. Los valores representan
la media + E.E. reportado en mililitros del consumo de edulcorante. Se puede visualizar el consumo
comparado por diferentes tratamientos durante 6 semanas de evolucion. n=6 animales por grupo. *
p<0.05 comparado con el grupo control.

A continuacién se muestra el analisis estadistico del consumo de edulcorantes en ratones machos.
Donde se reportaron diferencias desde la semana 2 entre el grupo de sacarosa y el grupo control.

61



Control Sacarosa Sucralosa Estevia Valor p*

Media+ E.E. Mediaz E.E. Media+£E.E. Mediaz+E.E.
Semana 1 37.3 +1.62 3420+2.45  36.25+3.6 3520+0.84  0.193
Semana 2 36.8 £ 0.35 4450438  3845+289  3695+0.77  0.002%
Semana 3 38742842 4890 +127  40.15+091  39.70+028  0.001*
Semana 4 38.8+0.21 51.15+035  4565+10.11 40.50+028  0.003*
Semana 5 4020+098  50.00£0.56  3550+3.53  41.05+671  0.002*
Semana 6 41.65+4.45  5530+0.00 4510084  40.70+0.14  0.001*

Tabla 9. Consumo de edulcorate o agua en ratones BALB/c machos por 6 semanas. Los valores
representan la media = E.E. en gramos de peso, las diferencias entre los grupos se consideran
estadisticamente significas con un valor de p<0.05. n=6 por grupo. * p<0.05 sacarosa comparado con
control.

Se debe agregar que el sexo resulta una variable importante al hablar de consumo de los edulcorantes,
en general los machos reportaron una media: sacarosa (47.3 mL en promedio por semana), sucralosa
(40.1 mL en promedio por semana), estevia (39.0 mL en promedio por semana), control (38.9 mL en
promedio por semana), mayor que las hembras: sacarosa (40 mL en promedio por semana), estevia
(38.9 mL en promedio por semana) y sucralosa (37.2 mL en promedio por semana), mientras que el
grupo control (34.5 mL en promedio por semana). Al realizar andlisis estadistico (ANOV A univariado)
conocemos que existen diferencias entre machos y hembras por grupos en el consumo de edulcorantes,

de acuerdo al tratamiento (Tabla 10).

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Consumo edulcorante

Origen Media Sig.
cuadratica
tratamiento 364.695 0.00
sexo 24.510 0.03
tratamiento * sexo 90.952 0.00*

Tabla 10. Prueba inter-sujetos en el consumo final de edulcorantes en ratones machos y hembras.
Con suministro de edulcorantes por 6 semanas. p < 0.05. n=6 animales por grupo. *p =0.00 comparando
tratamiento y sexo.
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En nuestro estudio también resultaba prioridad conocer el consumo de alimento de los animales en
tratamiento, por lo tanto, a continuacion se reportan los datos obtenidos del consumo de alimento de
hembras durante las 6 semanas de tratamiento. Los resultados muestran que el grupo con consumo de
alimento mas alto fue sucralosa (27.4 g en promedio por semana), seguido por grupo estevia (24.6 g en
promedio por semana) y control con 23.6 g en promedio por semana, mientras que el grupo sacarosa

disminuyo su consumo a partir de la semana 4 (21.8 g en promedio por semana).

Consumo promedio de alimento en ratones hembras por semana de tratamiento

40-
*
* *
30- . . *
* * @8 Control

B Sacarosa

20 Sucralosa
B Estevia

10

0-

Semana1 Semana 2 Semana 3 Semanad4 Semana 5 Semana 6

Grifica 6. Consumo promedio de alimento en ratones hembras. Los valores representan la media +
E.E. Se presenta el consumo promedio de alimento comparado por diferentes tratamientos y el grupo
control indicado en las 6 semanas de evolucion, expresado en gramos. n=6 animales por grupo. *p<0.05
comparado con el grupo control.

Como resultado de la gréafica anterior se realizo el andlisis estadistico del consumo de alimento de los
animales en tratamiento. En esta tabla podemos conocer los cambios que se dan durante las 6 semanas
de suplentacion.

Control Sacarosa Sucralosa Estevia Valor p*

Media+ E.E. Mediaz E.E. Media+£E.E. Mediaz+E.E.
Semana 1 2440098 2425+ 1.0 22.6 £2.70 22.5+0.42 0.161
Semana 2 22.8+0.40 21.9+0.33 23.8+0.70 23.6+0.84 0.194
Semana 3 18.8 +0.20 21.5+0.99 31.30+1.64  23.5+0.30 0.008*
Semana 4 22.60+1.40  24.75+0.7 28.8 +4.4 27.7+0.82 0.003a
Semana 5 35.2+0.33 22.2+0.83 29.1+1.50 25.8+0.35 0.007a
Semana 6 1830 £0.24  16.5+0.55 28.8+0.6 24.7+0.52 0.002a

Tabla 11. Consumo de alimento en ratones hembras por 6 semanas. Los valores representan la
media = E.E. en gramos de peso, las diferencias se consideran estadisticamente significas con un valor
de p< 0.05. *p<0.05 sucralosa comparado con control. a p<0.05 sacarosa, sucralosa y estevia
comparado con control.
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De igual forma analizamos los datos obtenidos en el consumo de alimento en los grupos de machos; los
resultados nos indican que el grupo que mas consumi6 alimento fue sucralosa (32.1g en promedio por
semana), seguido por grupo estevia (25.7 g en promedio por semana) y control (25.6 g en promedio por
semana), mientras que el grupo sacarosa, disminuye notablemente su consumo a partir de la semana 4
(22.3 g en promedio por semana), es probable que estos animales realicen una compensacion calorica, al

aumentar el aporte de calorias en el consumo aumentado de azucar en el agua.

Consumo promedio de alimento en ratones machos por semanas de tratamiento
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Grafica 8. Consumo promedio de alimento en ratones machos. Los valores representan la media +
E.E. Se representa el consumo de alimento, comparado por diferentes tratamientos y el grupo control,
mostrado en 6 semanas de evolucidon, expresado en gramos. n=6 animales por grupo. * p<0.05
comparado con control.

En la siguiente tabla se encuentra el analisis estadistico por semana del consumo promedio de alimento

en ratones machos.

Control Sacarosa Sucralosa Estevia Valor p*

Media+ E.E. Mediaz E.E. Media+£E.E. Mediaz+E.E.
Semana 1 25.00£0.82  24.9+0.45 24.0 +0.69 2650+ 1.14 192
Semana 2 24.8+0.89 21904045  32.50+032  2570+0.64  0.003*
Semana 3 2950+0.12  22.65+035 4300151  2650+062  0-840%
Semana 4 24.5+0.86 28.2+0.16 31.00£ 034  27.00£035  0.00la
Semana 5 23.50+£1.52  20.70+024  2850+0.63  29.50+1.15  0.008a
Semana 6 2690+236 1565038 3370137  19.60% 1.6 0.001a

Tabla 12. Consumo de alimento en ratones BALB/c

machos por 6 semanas. Los valores

representan la media £ E.E. en gramos de peso, las diferencias entre los grupos, se consideran
estadisticamente significas con un valor de p<0.05. n=6 por grupo. * p<0.05 entre sucralosa comparada
con control. a p<0.05 sucralosa, sacarosa y estevia comparado con control.
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En vista de que los resultados de peso y el consumo de edulcorantes resulto estadisticamente
significativos entre los grupos en tratamiento y el grupo control por sexo, se optd por conocer las
diferencias que existian en el consumo de alimento, (ANOVA univariado). Donde se report6é que existen

diferencias en el consumo de alimento comparando cada uno de los grupos por sexo.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Consumo Alimento

Origen Media Sig.
cuadratica

tratamiento 345.370 0.00

S€X0 3.050 0.37

tratamiento * sexo 91.784 0.00*

Tabla 13. Prueba inter-sujetos en el consumo final de alimento en ratones machos y hembras.
Con suministro de edulcorantes por 6 semanas. p < 0.05. n=6 animales por grupo. *p =0.00 comparando
tratamiento y sexo.

Fue también de nuestro interés conocer los cambios producidos por los edulcorantes en el consumo
energético total por semana, los resultados demuestran que el aporte mas alto en calorias fue sucralosa
(85.3 Kcal en promedio por semana), seguido por grupo sacarosa (83.4 Kcal en promedio por semana) y
estevia (74.9 Kcal en promedio por semana), mientras que el grupo control tuvo un consumo de 66.6
Kcal en promedio por semana; se puede notar que los grupos que tienen un consumo energético mayor

fueron aquellos que aumentaron su consumo en alimento y edulcorantes.

Consumo energético promedio de ratones hembras
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Grafica 9. Consumo energético promedio semanal en ratones hembras. Los valores representan la
media + E.E. Se representa el consumo energético de ratones hembras comparadas con el tratamiento
correspondiente y el grupo control, mostrado en 6 semanas de evolucion, expresado en kilocalorias
(Kcal). n=6 animales por grupo. *p<0.05 comparado con control.
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En seguida, en la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en el analisis estadistico analizado para

el consumo enegetico de animales hembras.

Control Sacarosa Sucralosa Estevia

Media £+ EEE. Media+ E.E. Media = E.E. Media + E.E. Valor p*

73.66 £ 1.5 88.39 £1.6 81.92 £2.8 6853+ 1.4 0.017*
Semana 1

68.11 £34 82.26 £2.1 71.58 £2.3 7143 £2.2 0.004 o
Semana 2

56.13 £ 14 79.96 £2.3 9434 +£1.8 7196 +£1.7 0.002 B
Semana 3

68.82 £1.9 82.03 £0.9 87.42 £0.3 83.70 £1.7 0.008 B
Semana 4

6531 £2.9 82.78 £0.8 89.22 £0.2 7932 £2.1 0.001 B
Semana 5

68.00 £2.6 86.24 £1.7 87.57 £2.9 7471 £0.8 0.001 B
Semana 6

Tabla 14. Consumo energético en ratones hembras por 6 semanas. Los valores representan la media
+ E.E. en gramos de peso, para comparar las diferencias entre los grupos, las cuales se consideran
estadisticamente significas con un valor de p<0.05. * p<0.05 sacarosa comparado con control. a p<0.05
entre sacarosa y sucralosa comparado con control. B p<0.05 entre sacarosa estevia y sucralosa
comparado con control.

También calculamos el consumo energético en machos durante las 6 semanas de tratamiento. Los
resultados encontrados son los siguientes: sucralosa (91.0 Kcal en promedio por semana), seguido por
sacarosa (85.1 Kcal en promedio por semana), estevia (78.1 Kcal en promedio por semana), mientras

que el grupo control reporto 77.3 Kcal en promedio por semana.

Consumo energético promedio de ratones machos
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Grafica 10. Consumo energético promedio en ratones machos. Los valores representan la media +
E.E. Se representa el consumo energético promedio de ratones machos, mostrado en 6 semanas de
evolucion, expresado en Kcal. Con una n=6 animales por grupo.

(*) p<0.05 comparado con control.
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En la siguiente tabla pueden ver los resultados al analizar las diferncias en el cosumo energético

promedio por semanas y las diferencias entre grupos.

Control Sacarosa Sucralosa Estevia
Media + E.E. Media £+ E.E.  Media+ E.E.  Mediaz E.E.  Valor p*

7536+ 1.3 89.06 + 0.74 7295+ 1.7 80.12 £ 1.1 0.001*
Semana 1

74.56 £ 0.9 83.29 +0.57 97.21+1.9 7740+ 1.3 0.002*
Semana 2

87.05 £3.6 86.82+ 1.0 9698 = 1.1 81.28 £ 1.1 0.003a
Semana 3

73.47+0.8 104.29 £ 0.42 9634+ 1.5 81.74+1.2 0.001a
Semana 4

71.73 £1.8 81.52+0.37 84.46 £ 1.7 89.18+ 1.4 0.007a
Semana 5

81.94+1.8 65.38 £ 0.43 100.89 £2.3 59.58+1.9 0.001a
Semana 6

Tabla 15. Consumo energético en ratones BALB/c hembras por 6 semanas. Los valores representan
la media + E.E. en gramos de peso para comparar las diferencias entre los grupos, las cuales se
consideran estadisticamente significas con un valor de p<0.05. *p<0.05 sacarosa y sucralosa comparado
con control. a p<0.05 sucralosa, sacarosa y estevia comparado con control.

Es importante mencionar también que el consumo energético en general se evaltia de acuerdo al sexo,
dado que los requerimientos son fisioldgicamente diferentes por sexo y etapa de la vida, por ello se
realizd un andlisis estadistico (ANOVA univariado), para conocer las diferencias en este experimento
con respecto al sexo, donde de acuerdo al analisis si existen diferencias en el célculo energético por el
tratamiento, sin embargo, no se muestran diferencias claras por sexo, puesto que los grupos del mismo
edulcorante sean machos o hembras se comportan muy parecido comparados con los demas

tratamientos y el control.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Calculo Energético

Origen Media Sig.
cuadrética

tratamiento 1504.161 0.00

sex0 37.383 0.31

tratamiento * sexo 866.299 0.00*

Tabla 15. Prueba inter-sujetos en el consumo final de edulcorantes en ratones machos y hembras.
Con suministro de edulcorantes por 6 semanas. p < 0.05. n=6 animales por grupo. *p =0.00 comparando
tratamiento y sexo.

67



Citometria de Flujo

Parte de los objetivos en el andlisis inmunolégico competia en analizar las células CD3 con sus
subpoblaciones CD4 y CDS8, en el tejido adiposo, sin embargo, no se logré un buen andlisis para estas
poblaciones, ya que no se consiguié una adecuada separacion de las células teflidas. A continuacion se

muestran los dot plot de las poblaciones obtenidas (Figura 5).

Los resultados de la tincion II so fueron los ideales, como ya se comento, no se logrdé una separacion

eficiente de las células CD3, por su parte las células CD8 resultaron casi inexistentes.

A B C
S Gate: [No Gating] « Gate: (R4inP2)
8 [T s 3 d05-UL
- .
8 %
e <
28 o
» § o -
= T T "3
824328 2,000 000 3,135,277 0 1,000,000 2,620,252

FSC-A FSC-A

Figura 5. Tincion II: Porcentaje de poblaciones leucocitarias positivas a CD3 y expresion de CD4
y/o CD8 en tejido adiposo. Donde A) Seleccion de la poblacion P1. B) Seleccion del porcentaje de
células positivas para el marcador CD3, C) Dot plot de las poblaciones celulares CD4 y CD8 positivas.
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8.0. Conclusiones Generales

8.1. Conclusiones

En las ultimas décadas la incidencia de la obesidad ha ido en aumento, siendo el consumo caldrico uno
de los principales factores para el desarrollo de las mismas. El exceso de nutrimentos lleva al organismo
a sufrir cambios metabolicos para conservar la homeostasis de este, por lo que una alimentacion mal

distribuida y en exceso puede provocar lipotoxicidad, induciendo con ello enfermedades metabolicas.

Un desequilibrio entre el metabolismo y el sistema inmunoldgico puede ocasionar procesos
inflamatorios cronicos, desarrollando cambios en las funciones celulares. Dietas ricas en azucares,
grasas saturadas y trans, asi como bajas en antioxidantes, fibra y omega-3, han demostrado promover la
inflamacioén crénica de bajo grado que se lleva a cabo en el tejido adiposo. La respuesta inmunoldgica
depende del metabolismo, como resultado de la eficiencia para mantener al organismo en buen

101
estado .

Existe una controversia sobre los efectos del consumo de edulcorantes de bajo aporte energético sobre el
peso corporal; nuestro estudio mostro que al menos en un modelo murino (de ratones BALB/c), los
edulcorantes suplementados de forma prolongada afectan el peso en la semana 6 en comparacidén con
aquellos que no consumieron los edulcorantes, estas diferencias de notan tanto en machos como en
hembras. En otros estudios las dietas empleadas son distintas, o bien no se mencionan, sin embargo, en
este estudio, el alimento suplementado fue el mismo para todos los grupos de estudio, completo en
macro y micronutrimentos, por lo que se puede atribuir que el uso de edulcorantes determina el aumento

de peso de los animales suplementados®.

En este estudio se buscaba conocer si el consumo de alimento en los animales suplementados tenia un
cambio al aumentar los efectos proinflamatorios; el grupo que consumi6é mas fue el de sucralosa
evidenciado en las graficas 6 y 8, el andlisis estadistico arrojo un valor p<0.05 comparado con el
control, en ambos sexos; mientras que el grupo de sacarosa después de la semana 3 fue el que consumid
menos alimento, lo que sugiere que el grupo de sacarosa compensa la ingestion caldrica, al reducir el
consumo de alimento, efecto observado en ambos sexos, ademads, los resultados mostraron que le grupo
estevia en hembras aumentd de peso en la ultima semana emparejandose con los grupos sacarosa y
sucralosa, sin embargo, presenté un consumo notablemente mas bajo de alimento (19.7 + 0.52 g) y
edulcorantes (45.8 + 0.40 mL), pero aumentando casi el mismo peso que los otros grupos, en machos
ocurre una situacion similar en las ultimas semanas, los resultados indican que existe un aumento de
peso en los ratones suplementados con estevia equiparado a los otros tratamientos, cuando el consumo
de alimentos disminuye drasticamente en las tltimas semanas. Gracias a las evaluaciones realizadas se
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puede concluir que el aumento de peso en los grupos de tratamiento es significativamente mayor que el

grupo control.

Por lo tanto conocer si el consumo crénico de edulcorante tendria efecto en las poblaciones leucocitarias
del tejido adiposo resultd crucial, con el fin de identificar el tipo de respuesta inmunologica, se
realizaron tinciones con fluorocromos conjugados para poblaciones celulares CD45" (leucocitos),
CD14" (macrofagos/monocitos), CD19" (linfocitos B) y marcadores de superficie MHC-1 y II. En
células CD45" en tejido adiposo gonadal de hembras presenté mayor porcentaje de células el grupo
sacarosa, sucralosa y estevia, mientras que en machos las diferencias se encontraron en el grupo
sacarosa y estevia, (p<0.05 comparado con control). Estos datos se confirman con la investigacion
realiza en 2004 donde investigadores concluyeron que, la inflamacion del tejido adiposo inducida por la
obesidad es controlada por una diversa red de leucocitos compuestos por multiples reguladores celulares

de la inmunidad innata y adaptativa®.

En el analisis realizado para el porcentaje de células CD14", las diferencias fueron encontradas en los
grupos suplementados con sacarosa y sucralosa en hembras, en grupos macho las diferencias se hicieron
notar solo en el grupo sacarosa (p<0.05 comparado con control). Investigadores proponen que el
contenido de macréfagos se correlaciona positivamente con los trastornos metabdlicos asociados con la
obesidad en roedores y humanos”. Asi mismo para el analisis del porcentaje de células CD19" en el
tejido adiposo gonadal de ratones hembras las diferencias significativas se hallaron en el grupo
sucralosa, sin embargo en machos este resultado discrepo al mostrar diferencias en los grupos sacarosa y
estevia (p<0.05 comparado con control), estos resultados sugieren que el consumo de sucralosa podria
estar estimulando la respuesta inmunitaria humoral. Siendo de nuestro interés conocer como afectaba
el consumo de edulcorantes en poblaciones linfocitarias, hemos encontrado que el nimero de
linfocitos B y macréfagos presentan una diferencia en aquellos grupo que consumieron sucralosa
suponiendo asi que aunque este edulcorante no contiene glucosa, el origen del producto tiene
efectos en el consumo energético, el aumento de peso y el incremento de las poblaciones infiltradas
de células presentadoras de antigeno; y sacarosa concluyendo que el aporte calorico desequilibrado
y cronico del azlicar afecta en la balance positivo de la alimentacion y como resultado existe el
aumento de peso, que condiciona en este proyecto el aumento de las células presentadoras de

antigeno.

Como parte de las moléculas que regulan la respuesta inmunologica el porcentaje de células que
expresan MHC clase I en monocitos/macrofagos lo datos se comportaron para hembras estadisticamente
significativos en sacarosa y sucralosa, mientras que en machos fueron solo aquellos los suplementados

con sucralosa, los que obtuvieron datos significativos, (p<0.05 comparado con control).
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Esta investigacion demuestra que el consumo de sucralosa y sacarosa puede incrementar la
respuesta inmunologica pro-inflamatoria; pero aun es necesario realizar otros estudios para conocer

mas a detalle los efectos adversos.

8.2. Limitaciones

Una de las principales limitantes dentro del desarrollo de este proyecto fue el analisis que se pretendia
realizar en relacion a las poblaciones CD3", CD4 "y CDS8" sin embargo, los resultados no fueron fiables

y no se logr6 obtener el resultado deseado en todas los experimentos..

8.3. Recomendaciones

Se considera qutil realizar mas estudios relacionados al proceso inflamatorio mediado por células del
sistema inmune vinculados al consumo cronico de edulcorantes artificiales, se propone conocer la
participacion de células CD3, CD4 y CDS8, y asesinas naturales (NK) conocer el transito de las
poblaciones infiltradas, realizar un analisis de marcadores de inflamaciones, adipocinas y un analisis
bioquimico, el equipo de trabajo recomienda ampliamente estudiar estos componentes en seres
humanos, ambiciosamente seria el siguiente paso tras los resultados que se han hallado en este

proyecto.
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10.0. Anexos

1. Reactivos:

Etanol al 70%

1X PBS

1X DPBS (sin Ca y Mg) suplementado con BSA al 0,5%

FACS buffer: 1X DPBS (sin Cay Mg), 2 mM EDTA, y 1% FCS

ACK: 150 mM de NH4Cl, 10 mM de KHCO3 y 0,1 mM de Na2EDTA en agua

1X DPBS (sin Ca y Mg) suplementado con BSA al 0.5%. (1 L)
e KCI1200 mg
e NACI 8000 mg
*  Na,HPO,7H,0 2160 mg
e KH,PO,200 mg

e BSAal 5%

FACS buffer: 1X DPBS (sin Cay Mg), 2 mM EDTA, y 1% FCS. (100 mL)
e FBS ImL
e EDTA 0.2M ImL

e DPBS 1X 98 mL
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2. Preparacion de tejido adiposo:

Se humedece completamente la piel del ratén con etanol al 70%. Se realiza una incisiéon a nivel del
proceso xifoideo (parte inferior del esternon) y abrir la cavidad toracica para exponer el corazon,

teniendo cuidado de no cortar los vasos sanguineos principales.

Nota: En este punto, también es ttil dejar el diafragma intacto lo mas posible y cortar una muesca del
lado derecho de la caja tordcica para permitir que la sangre y el perfusado fluyan fuera de la cavidad

toracica.

Se sujeta el corazén con forceps y se inserta suavemente una aguja en el ventriculo izquierdo a través

del apice. Lentamente perfundir el raton con 15 mL de PBS estéril.
Nota: Reduzca la velocidad de perfusion si los pulmones comienzan a llenarse y expandirse.

Se Abre la cavidad peritoneal y quita las almohadillas de grasa gonadal. La parte especifica de grasa
gonadal que recolectamos se coloco en una caja de Petri en hielo que contenia 2 mL de DPB 1X (sin Mg
o Ca) suplementado con BSA al 0,5% se realizaron cortes finos en las muestras. Posteriormente se
mantuvieron las muestras en hielo, seguido de este paso se prepard una solucion de 3 mL a la que se
adiciono colagenasa consistente en DPBS 1X suplementado con BSA al 0,5%, CaCl, 10 mM vy
colagenasa tipo I de 10 pg / mL.
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