Universidad Autdbnoma del Estado de México

Facultad de Medicina

Maestria en Ciencias de la Salud

“EFECTO DE LOS EDULCORANTES G.E.Y SUCRALOSA EN
LA RESPUESTA INMUNOLOGICA PRO-INFLAMATORIA”

TESIS

Para Obtener el Grado de

Maestra en Ciencias de la Salud

Presenta:

L.N. Marcela Sanchez Delgado

Comité de Tutores

Tutora Academica
Iraz( Contreras Garcia, Ph.D.
Tutor Interno
José Antonio Estrada Guadarrama, Ph.D.
Tutora Externa
M.C.S. Saby Camacho Lopez

Toluca, Estado de México Afo 2013



A Alonso, por ser mi mayor tesoro y gran amor; por ensefiarme a ser mejor todos los dias.
A mis Tutores, por la paciencia para ensefiarme y contagiarme el gusto por la
investigacion; son una gran inspiracion.

A mis Padres, por su guia y apoyo incondicional en todo momento; por proporcionarme
las herramientas para mi superacion.

A Dios, por darme sabiduria, paciencia y entendimiento en esta etapa tan especial de mi
vida; por mostrarme su infinito amor a cada instante.



o gk N

Resumen
Abstract
Antecedentes

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.
1.5.

INDICE

Sistema Inmunoldgico (SI)

Epidemiologia de las enfermedades cronicas
no transmisibles (ECNT)

Inflamacion y las ECNT

Edulcorantes

Los edulcorantes y su relacion con el Sl

Planteamiento del Problema

Hipotesis
Objetivos
Justificacion

Material y Métodos

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.
6.6.
Resultados

7.1.
7.1.1
7.1.2
7.13
7.14
7.15
7.1.6
7.1.7
7.1.8
7.1.9
7.1.10

Disefio de estudio

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Procedimientos

Variables de Estudio

Implicaciones Bioéticas

Anaélisis Estadistico

Titulo corto del articulo enviado
Pagina frontal del manuscrito
Carta de envio

Resumen

Abstract

Introduccion

Material y Métodos
Resultados

Discusion y Conclusiones
Referencias

Figuras y Leyendas

No. pagina
3

4

5

5

12

14
15
21
23
25
26
37
39
39
39
39
32
35
35
36
36
37
38
39
40
41
43
46
48
52
55



8.

9.

Conclusiones Generales

8.1. Conclusiones

8.2. Limitaciones

8.3. Recomendaciones
Referencias Bibliogréaficas

59
59
59
60
61



Resumen:

El sistema inmunolégico es uno de los mecanismos biolégicos mas importantes que
permite mantener la integridad estructural y funcional del organismo, conservando asi la
homeostasis. Las citocinas son proteinas fundamentales para la respuesta inmunoldgica,
actian comunicando a las células del sistema inmunitario entre si. Estas proteinas son de
gran interés, debido a que las Enfermedades Crénicas No Transmisibles (ECNT) se
caracterizan por una respuesta inflamatoria cronica de bajo grado, causada por la

produccién anormal de este tipo de moléculas.

Entre las medidas de prevencion y tratamiento de las ECNT, como sobrepeso,
obesidad, hipertension arterial y diabetes mellitus tipo 2, se considera la disminucién del
consumo energético como la principal recomendacion nutricional, utilizando asi a los
edulcorantes para este propoésito. En los Gltimos afios el consumo de estos aditivos ha
aumentado, no sélo en personas con alguna ECNT, sino también en la poblacién en
general. Este estudio tuvo como objetivo principal determinar si el uso frecuente de los
edulcorantes comerciales glucosidos de esteviol y sucralosa modifican las poblaciones
linfocitarias, asi como la produccion de interferon-gamma (IFN-y) y 6xido nitrico (ON) en

un modelo murino.

Por medio de citometria de flujo y espectrofotometria se analizd el fenotipo de
células T obtenidas de ratones BALB/c expuestos a los edulcorantes sacarosa, sucralosa y
glucdsidos de esteviol por 6 semanas consecutivas, comparados con ratones no expuestos a
estos compuestos. El peso de los animales y las concentraciones de glucosa en sangre no
mostraron diferencias significativas entre grupos. Se encontr6 un mayor consumo de
alimento en el grupo tratado con sucralosa, ademés de un mayor consumo de liquido en el
grupo tratado con sacarosa. El porcentaje y nimero de linfocitos T CD3*, CD4", CD8"
CD4*/CD25", CD8'/CD25" y CD8'/CD69" se presentan aumentados en el grupo de
sucralosa. Tanto el IFN-y producido por linfocitos de bazo, como el ON producido por

macrofagos de peritoneo, se presentaron en mayor concentracion en el mismo grupo.

Nuestros resultados sugieren gque el consumo frecuente de sucralosa puede aumentar
la capacidad pro-inflamatoria de las poblaciones leucocitarias de bazo y peritoneo,

participando asi en la respuesta inflamatoria cronica caracteristica de las ECNT.



Abstract:

The immune system is one of the most important biological mechanisms allowing
the maintenance of the structural and functional integrity of the organism, preserving its
homeostasis. Cytokines are essential proteins for the immune response, since they allow the
communication of the cells of the immune system. Chronic non-communicable diseases
(CNCDs) are characterized by a chronic low-grade inflammatory response caused by

abnormal production of cytokines.

The strategies for prevention and treatment of CNCDs, such as obesity,
hypertension and type 2 diabetes mellitus, include a decrease in caloric consumption, which
is the most important nutritional recommendation. For this purpose, the use of sweeteners
has become an option in the food industry. In recent years, consumption of these additives
has increased, not only in people with a CNCDS, but in the general population. The main
objective of this study was to determine whether the frequent use of commercial
sweeteners, such as steviol glucosides and sucralose, modifies splenic T cell

subpopulations, as well as the production of IFN-y and NO, in a murine model.

We analyzed the phenotype of splenic lymphocytes, as well as the production of
IFN- v and NO by peritoneal macrophages, from BALB/C mice which were exposed for 6
weeks to either sacarose, sucralose, steviol glucosides or water, using flow cytometry and
spectrophotometry. Body weight and blood glucose did not show a significant difference
between groups. Food intake was higher in the sucralose group, but liquid intake was
higher in the sucrose group. We found an increase in the percentage and number of CD3+,
CD4+, CD8+, CD4'/CD25", CD8'/CD25" y CD8'/CD69" T cells in the sucralose group.

Production of IFN-y and NO by macrophages was also increased in the same group.

Our results suggests that frequent sucralose intake may enhance the pro-
inflammatory capacity of splenic and peritoneal leukocytes, which may have a profound
impact on the chronic inflammatory response involved in CNCDs.



1. Antecedentes:
1.1. SISTEMA INMUNOLOGICO

Para que el fendbmeno defensivo se lleve a cabo, los organismos disponen de una
serie de barreras naturales de aislamiento, como son la piel y las mucosas, y de un sistema
especializado conocido como sistema inmunoldgico (SI). EI Sl tiene la capacidad de
identificar y destruir todo lo extrafio que invade el organismo, e incluso aquello interno que

se deteriora (1, 2).
En su conjunto, en la respuesta inmunoldgica participan:

e Moléculas: entre las que destacan inmunoglobulinas (anticuerpos), citocinas y sus
receptores, y el sistema de complemento, entre otras, que en general se caracterizan
por su capacidad para actuar de manera inmediata, sin requerir de un aprendizaje

previo.

e Células inmunocompetentes (efectoras), como linfocitos, monocitos y células

dendriticas, entre otras.

e Organos linfoides: que son el sitio donde se agrupan las células
inmunocompetentes, entre ellos los érganos primarios como timo y médula ésea y
los dérganos secundarios, como los ganglios linfaticos, bazo y tejidos linfoides

asociados a mucosas Yy epitelios (1, 3).

En cada organismo evolutivamente superior, los mecanismos de defensa son tanto
de tipo innato como de tipo adaptativo, que en general son muy diversos y heterogéneos,

aunque siempre existe una actuacion integrada de todos los componentes de ambos (1).

La respuesta inmunitaria adaptativa, que corresponde a la siguiente linea de defensa
del individuo, se caracteriza por desarrollarse Unica y especificamente frente a cada una de
las sustancias extrafias que han conseguido penetrar en el organismo y que no han sido
previamente eliminadas por los mecanismos de la respuesta innata. En esta respuesta
participan prioritariamente linfocitos T, linfocitos B y las moléculas liberadas por estas
células, producto de su activacion, como son los anticuerpos y las citocinas. Los linfocitos
son un grupo heterogéneo estructural y funcionalmente. Se dividen en tres grupos: los

linfocitos T (LT), que participan en la inmunidad adquirida de tipo celular, de los cuales se
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identifican las dos subpoblaciones mas importantes de esta linea celular como CD4" (LT
cooperadores) y CD8" (LT citotoxicos); los linfocitos B (LB), que participan en la
inmunidad adquirida de tipo humoral y; las células asesinas naturales (NK “natural killer )
que no expresan marcadores de células T ni células B y que participan en la inmunidad

natural o innata (1).

La mayor parte de los linfocitos que se encuentran en la sangre, linfa, ganglios
linfaticos y timo son linfocitos T. En cambio, un mayor porcentaje de los linfocitos
presentes en la médula 6sea son linfocitos B. En el bazo y amigdalas, el porcentaje de
ambas subpoblaciones es similar.

La activacion linfocitaria produce una amplificacion clonal (etapa de proliferacion
de células con la misma especificidad antigénica); seguida de una especializacion celular,
donde las células plasmaticas son responsables de la sintesis de anticuerpos y de la
inmunidad mediada por células efectoras (LT CD4" y LT CD8"), ademéas de células de
memoria (estas dos ultimas como parte de la etapa de maduracion) (1).

Por otra parte, el sistema inmunitario adaptativo genera memoria de un estimulo
antigénico a otro de la misma indole, debido a la permanencia por tiempos indefinidos de
poblaciones linfoides sensibilizadas tras un estimulo antigénico y a diversos mecanismos
internos de control, que permiten que la intensidad de la respuesta inmunoldgica se

automodule y regule (1).

Basado en todas estas propiedades descritas, la respuesta adaptativa, a diferencia de
la respuesta innata, posee las caracteristicas de especificidad, memoria y autorregulaciéon (2,
4).

1.1.1. Respuesta inmunitaria innata

La respuesta inmunitaria innata forma parte de los mecanismos inespecificos de
defensa y representa el primer sistema defensivo del organismo, siendo de especial
importancia frente a la proteccion del mismo ante infecciones, ya sean de tipo bacteriano o
viral. Son de especial valor en la puerta de entrada de los microorganismos, piel y mucosas
(1, 3,5).



A su vez, dentro de las células de la respuesta inmunitaria innata presentes en la piel
y mucosas (citocinas, quimiocinas y el sistema del complemento), destacan los fibroblastos,
las células dendriticas, monocitos, neutrdfilos, macréfagos y células NK. Estas células se
caracterizan por su capacidad para actuar de manera inmediata, sin requerir de un

aprendizaje previo, siempre que cualquier patégeno sobrepasa las barreras naturales (6).

Cuando se produce una invasién local de microorganismos o incluso un trauma de
otra naturaleza, se activan una serie de componentes de la respuesta innata a nivel local,
produciendo lo que se conoce como inflamacion. El proceso inflamatorio es la sintesis de
todas las actuaciones de la inmunidad innata a nivel de un foco de infeccion. En la
inflamacién se ponen en marcha elementos que directamente interfieren con el invasor y
ademas, se generan sefiales encaminadas a atraer nuevas células al foco inflamatorio, con el

objeto de contribuir de manera mas eficiente a la destruccién del invasor (7, 8).

Entre los mecanismos directos de lisis en la respuesta inmunitaria innata pueden
intervenir las células NK, por su accién citotoxica, pero son las células con capacidad
fagocitica las que desempefian un papel mas decisivo en la eliminacion del microorganismo
patdgeno. La fagocitosis se lleva a cabo en varias fases: reconocimiento de la particula,
internalizacion vy lisis. Es importante realzar que este proceso de fagocitosis puede iniciarse
cuando el fagocito reconoce de alguna manera al microorganismo. En este sentido, hay dos
vias primordiales, una es la participacion del sistema del complemento y anticuerpos,
debido a que los fagocitos poseen receptores, y la otra es mediante diversos tipos de
receptores presentes en los fagocitos y que tienen la capacidad de reconocer estructuras
presentes en la mayoria de las bacterias y muchos virus, conocidos como receptores tipo
Toll (TLRs:”Toll like receptors”). Probablemente, la fagocitosis es el principal elemento

que actla en este tipo de respuesta (1, 9).

Los mecanismos de defensa innata aportan un buen sistema de proteccion. Sin
embargo, en muchas ocasiones no son suficientes para defender eficazmente al organismo.
Por ello se dispone de la respuesta inmunitaria adaptativa, que puede actuar a continuacion

de la respuesta innata, si ésta no ha sido suficiente para eliminar el patégeno (10).



1.1.2. Citocinas

Las citocinas son un amplio grupo de moléculas de gran interés en inmunologia, por
su capacidad de regular la respuesta inmunitaria, aunque también pueden poseer otras
muchas funciones, tales como en la embriogénesis, diferenciacion y migracion celular,
entre otras. Aungue en su mayoria estan producidas por leucocitos, determinadas citocinas

pueden secretarse por otros tipos celulares (1, 11).

Las citocinas son moléculas de bajo peso molecular; en general, no se detecta una
produccidn constitutiva de estas moléculas, siendo necesaria la activacion celular para que
se produzcan citocinas en cantidades suficientes para ejercer sus efectos biologicos. La
mayoria de las citocinas son secretadas en forma glicosilada, lo que incrementa su
estabilidad y solubilidad. Estas proteinas poseen una vida media muy corta y actdan a muy

bajas concentraciones, mediante la unién a receptores de alta afinidad (1).

Las citocinas ejercen un efecto autocrino cuando se unen a receptores presentes en
la propia célula productora. También pueden tener un efecto paracrino, actuando sobre
diferentes tipos celulares que se encuentren alrededor. En algunos casos pueden liberarse a
la circulacién sanguinea o linfatica, ejerciendo su efecto en otros 6rganos y tejidos,
actuando asi como las hormonas, de forma endocrina (12).

Dos importantes caracteristicas funcionales de las citocinas son su pleiotropismo, de
tal manera que una misma citocina es capaz de ejercer efectos bioldgicos diferentes al
actuar sobre distintos tipos celulares, y su redundancia, es decir, que varias citocinas
pueden contribuir al desarrollo de la misma funcion en un determinado tipo celular. Una
consecuencia de estas propiedades es que, en ausencia de una determinada citocina, sus
funciones pueden ser reemplazadas total o parcialmente por otras.

Las acciones de las citocinas se engloban dentro de un sistema o red funcional,
donde el efecto de una molécula esta estrechamente regulado, positiva o negativamente, por
otras moléculas del sistema. Asi, la secrecion de una citocina puede estar inducida,
potenciada o inhibida por otra citocina que, a su vez, puede incrementar o inhibir la

expresion de sus receptores (12).



1.1.3. Citocinas implicadas en la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa

Estas citocinas se producen de forma inmediata tras el contacto de las células
implicadas en la respuesta inmunitaria innata con un agente extrafio. Los monocitos y
macrofagos activados son la principal fuente de estas moléculas, aunque también pueden
ser producidas por linfocitos activados y otras células no pertenecientes al sistema

inmunitario, como células endoteliales y fibroblastos (13).

Las citocinas pro-inflamatorias son prioritariamente interleucina 1 (IL-1),
interleucina 12 (IL-12), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferon gamma (IFN-
Y), Y poseen una accion relevante como elementos pro-inflamatorios e incluso

contribuyendo al inicio de la respuesta inmunitaria adaptativa (14).

IL-1. Es producida fundamentalmente por monocitos y macréfagos, pero también
por células dendriticas, endoteliales, NK y otros tipos celulares. Existen dos formas, IL-1
alfa e IL-1 beta que, aunque solamente tienen un 25-30 % de homologia en su secuencia

aminoacidica, comparten el mismo receptor y ejercen efectos bioldgicos similares.

Los efectos bioldgicos de la IL-1 son similares a los del TNF y dependen de la
cantidad de citocinas sintetizada. Cuando se secreta en concentraciones bajas, la IL-1 actla
como mediador de la inflamacidn local. Actua sobre las células endoteliales para aumentar
la expresidon de moléculas de superficie que median la adhesién leucocitaria, como ligandos
para las integrinas. Cuando se secreta en cantidades mayores, la IL-1 entra en el torrente
sanguineo y ejerce efectos endocrinos. La IL-1 sistémica induce fiebre; participa en la
sintesis de proteinas plasmaticas de fase aguda por el higado (directa o indirectamente,
mediante la estimulacién por la produccion de IL-6) y en la produccion de neutréfilos y
plaquetas por la médula 6sea (1, 2, 13, 15, 16).

IL-12. Es un importante mediador de la respuesta inmunoldgica innata temprana
frente a microorganismos intracelulares y es un inductor fundamental de la inmunidad
celular o respuesta inmunitaria adaptativa. Es producida mayoritariamente por
monocitos/macrofagos, aunque su produccion puede ser también inducida en células

dendriticas y linfocitos B.

Esta citocina incrementa la actividad citotdxica de las células NK e induce células
LAK (linfocitos asesinos activados por citocinas) por linfocitos T y células NK. Incrementa
9



la produccion de IFN-y y linfocitos T citotoxicos. Asi, la inmunidad innata frente a muchos
microorganismos esta mediada por la actuacion de citocinas en la siguiente secuencia:
microorganismos — respuesta de los macrofagos y células dendriticas — IL-12 — IFN-y

— activacion de los macrofagos — muerte de los microorganismos (1, 2, 13, 15, 16).

TNF. Los factores de necrosis tumoral fueron descritos inicialmente por su
capacidad de causar necrosis en algunos tumores. Con posterioridad, sin embargo, ganaron
protagonismo por las numerosas funciones que ejercen sobre la respuesta inmunitaria. Se
han descrito dos moléculas: el TNF-a y el TNF-B, con elevada homologia en su secuencia
aminoacidica. La principal funcién fisiologica del TNF es estimular la atraccion de
neutréfilos y monocitos hasta los focos de infeccion y activar a estas células para que
erradiquen los microorganismos. Si hay cantidades inadecuadas de TNF, una consecuencia

puede ser la imposibilidad de contener las infecciones.

Las citocinas IL-1 y TNF-a promueven la expresion de moléculas de superficie,
tales como ICAM Yy selectinas sobre células endoteliales, para contribuir a la acumulacion
de leucocitos en sitios locales de inflamacion. Igualmente, provocan que fagocitos
mononucleares y células endoteliales sinteticen quimiocinas activadoras de leucocitos.
Ademaés, el TNF-a activa al endotelio vascular e incrementa su permeabilidad, lo cual
provoca un incremento en la entrada de 1gG, complemento y células a los tejidos e
incrementa el fluido de drenaje hacia los nédulos linfoides. Una vez atraidas las células, el

TNF-a estimula a neutrofilos, eosindfilos y fagocitos mononucleares para lisar microbios.

El TNF-a es producido fundamentalmente por monocitos y macrofagos en respuesta
a antigenos bacterianos, tales como el lipopolisacéarido (LPS), presente en las bacterias
Gram negativas. Junto con la IL-1, esta implicado en los procesos inflamatorios derivados
de los procesos infecciosos, elevando la temperatura corporal y produciendo cansancio y

suefio al actuar sobre el sistema nervioso central.

Esta citocina es la principal responsable del choque séptico asociado a bacteremias
y que puede ser en muchos casos de extrema gravedad, conduciendo al individuo a la
muerte (1, 2, 13, 15, 16).

Interferones. Los interferones fueron inicialmente descritos como agentes

producidos por células infectadas por virus. Posteriormente se descubrié que ademas de su
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capacidad antiviral, ejercian efectos reguladores sobre la proliferacion y la diferenciacion
de varios tipos celulares y tenian capacidad de modular el sistema inmunitario. Se clasifican
en dos grupos:

Tipo 1. IFN-a e IFN-B; que tienen como funcion inhibir la replicacion viral. Los
IFNs de tipo | aumentan ademas la actividad litica de las células NK, las cuales pueden
matar en forma maés eficaz las células infectadas. EI IFN de tipo | estimula el desarrollo de
los linfocitos Tgl en los seres humanos. Este efecto se debe principalmente a la capacidad
del IFN de tipo | de favorecer en los linfocitos T la expresion de receptores funcionales
para la principal citocina inductora de Tpl, IL-12. Los macrofagos son las mejores células
productoras de IFN- a y por esto se lo llama interferén leucocitario.

Tipo Il. IFN-y. Es la principal citocina activadora de los macrofagos y tiene
funciones fundamentales en la inmunidad innata y la inmunidad celular adaptativa frente a
los microorganismos intracelulares. Es producido por linfocitos T CD4" de tipo Thi,
linfocitos T CD8" y células NK; existen evidencias de que también las células B, las NKT y
las células presentadoras de antigeno (APC) son capaces de producirlo. El IFN-y se encarga de
orquestar la respuesta de los macréfagos; ademas, dirige la atraccion de leucocitos y el
crecimiento, maduracién y diferenciacion de muchos tipos celulares, refuerza la actividad de
las células NK y regula la funcion de las células B. Este IFN también es llamado interferdn
inmunitario. La produccion de IFN-y es controlada por citocinas secretadas por APC,
principalmente IL-12 e IL-18. Las citocinas que regulan negativamente la produccién de
IFN-y son IL-4 e IL-10 (1, 2, 13, 15-17).

1.1.4. Otras moléculas que participan en la respuesta pro-inflamatoria

Oxido Nitrico (ON).

El 6xido nitrico se forma a partir de L-arginina por la actividad enzimatica de la
sintasa del oxido nitrico (NOS), con la obtencion de L- citrulina como co-producto. EI ON
es un mensajero intracelular, reconocido por su amplia versatilidad en el SI. Células del Sl
como macrofagos, neutrofilos y NK, utilizan receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) para reconocer patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs). Al ser
activados los macréfagos inhiben la replicacion del patégeno, liberando una gran cantidad

de moléculas, incluyendo el ON, el cual es un potente microbicida para destruir los
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microorganismos ingeridos. Ademas de los macrofagos, otras células del SI producen y
responden al ON. A nivel celular afecta las funciones como diferenciacion y crecimiento de
los leucocitos, induce apoptosis y motilidad citoplasmatica en los macréfagos, modula la
adhesion de neutrdfilos, ademas de regular la sintesis de citocinas. Las funciones de ON
dependen de su concentracion, por lo que también se puede regular su produccion (18-20).

La produccién de radicales libres, principalmente ON, es altamente eficiente en la
eliminacién de microorganismos. Sin embargo, el estrés oxidativo provocado por los
radicales libres dafia numerosas células. La produccién de ON es inducida fuertemente a
través de IL-1 y TNF-a en células endoteliales, monocitos/macrofagos y fibroblastos (1, 2,
13, 15, 16).

El ON es un importante mediador en la homeostasis del Sl. Alteraciones en su

generacion o accion pueden inducir estados patoldgicos (18).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES CRONICAS NO
TRANSMISIBLES (ECNT)

Las ECNT (obesidad, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y
enfermedad vascular cerebral) son un grupo heterogéneo de padecimientos que contribuye
a la mortalidad mediante sus complicaciones. La prevencion y el control de las
enfermedades cronicas y degenerativas debe ser una prioridad para el sector salud, su
crecimiento y letalidad lo justifican. El efecto social de estas anomalias sera creciente, ya
que afecta a individuos en edades productivas y representa costos elevados para el sector
salud (21, 22).

El control de las ECNT se fundamenta en principios distintos en relacion con los
padecimientos transmisibles. Implica un proceso educativo para entender la enfermedad,
cambios significativos y focalizados en las conductas, utilizacion a largo plazo de multiples
farmacos y evaluaciones frecuentes, ademas de la participacion de especialistas en conjunto
con la familia y la comunidad. En este sentido, las acciones que realice el gobierno y la
sociedad deben orientarse a la prevencién de enfermedades comunes con caracteristicas de

epidemia, como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) (21, 23).
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que a nivel mundial, al menos
2.8 millones de personas mueren al afio como resultado del sobrepeso o la obesidad. Esas
patologias tienen efectos metabdlicos adversos asociados a otros problemas de salud,
siendo un factor de riesgo para resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, higado graso,
ateroesclerosis, problemas respiratorios y algunos tipos de cancer. En 2008, a nivel
mundial, el 35% de los adultos de 20 afios 0 méas tenian sobrepeso (IMC > 25 kg/m?), de los
cuales un 34% eran hombres y un 35% mujeres (24). La prevalencia mundial de obesidad
entre 1980 y 2008 se ha mas que duplicado. En 2008, el 10% de los hombres y el 14% de
las mujeres en el mundo eran obesos (IMC > 30 kg/m?), en comparacion con el 5% para los
hombres y el 8% de las mujeres en 1980. Para 2008, un estimado de 205 millones de
hombres y 297 millones de mujeres mayores de 20 afios de edad eran obesos; un total de
maés de medio billon de adultos obesos en todo el mundo (24).

En 2008, la prevalencia mundial de diabetes se estim6 en 9% de la poblacion. La
diabetes es la principal causa de insuficiencia renal, amputaciones de miembros inferiores,
asi como de discapacidad visual o ceguera. Los pacientes con diabetes necesitan al menos
de 2 a 3 veces mas recursos de salud que aquellos que no tienen diabetes, representando asi
el 15% del presupuesto nacional en salud en la atencién y el cuidado de la diabetes (24).
Tanto la prevalencia en México de DM 2 como de hipertension arterial aument6 en los
ultimos afios, a 9.2% y 31.5%, respectivamente; siendo los adultos con sobrepeso y
obesidad los que presentan mayor incidencia de estas enfermedades (25).

Actualmente, la prevalencia nacional combinada de sobrepeso y obesidad en
adolescentes fue de alrededor de 35.8% para el sexo femenino y 34.1% en el sexo
masculino, dando un total nacional de 71.28%, segun datos de la ENSANUT 2012 (25).

En adultos, los aumentos en las prevalencias de obesidad en México se encuentran
entre los mas rapidos documentados en el plano mundial. De 1988 a 2012, el sobrepeso en
mujeres de 20 a 49 afios de edad se incrementd de 25 a 35.3% Yy la obesidad de 9.5 a 35.2%
(25). De acuerdo a las tendencias que muestran las encuestas nacionales de los Gltimos

anos, la prevalencia de sobrepeso, obesidad y diabetes va en aumento (23, 26, 27).
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1.3. INFLAMACION Y LAS ECNT

La inflamacion es fundamentalmente una respuesta de caracter protector, cuyo
objetivo ultimo es defender al organismo de la lesién celular iniciada por microorganismos,
toxinas, alérgenos, etc., asi como de las consecuencias de la misma en las céelulas y restos
tisulares necroticos. Estos procesos inflamatorios y de reparacion pueden llegar a ser
lesivos y perjudiciales, si adquieren caracter cronico (28, 29).

En la obesidad, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2, existe una
interaccion entre el metabolismo y el sistema inmunoldgico. Estas ECNT se asocian a una
inflamacion cronica de bajo grado, caracterizada por la produccién anormal de citocinas de
tipo pro-inflamatorio. Los mecanismos que pueden ocasionar esta patogénesis son, en
primer lugar, el consumo elevado de glucosa y otros macronutrimentos, provocando con
ello un aumento en el estrés oxidativo de las células e inflamacion; y en segundo lugar, al
elevarse las concentraciones de los mediadores inflamatorios (citocinas pro-inflamatorias),
interfieren a su vez con las acciones de la insulina, inhibiendo los efectos anti-inflamatorios
de la misma, promoviendo asi el proceso inflamatorio (28, 30).

La respuesta inflamatoria iniciada en el tejido adiposo blanco produce una situacién
cronica a nivel sistémico, generando un circulo vicioso, que finalmente conduce a
resistencia insulinica, ateroesclerosis y alteraciones propias del sindrome metabdlico (31).
Entre los principales mediadores de la inflamacion liberados por el tejido adiposo se
encuentran el TNF-a, el angiotensindgeno y las hormonas secretadas por los adipocitos,
como la leptina y la resistina. Ademas, estos mediadores de la inflamacion se han asociado
con efectos negativos sobre la hipertensién, diabetes, dislipidemias, infecciones y cancer
(31-33). Junto con el tejido adiposo, las proteinas de fase aguda de origen hepatico, la
proteina C reactiva, el amiloide A, el fibrindgeno y el inhibidor de la activacion de
plasmindgeno, también se han vinculado con el desarrollo de procesos inflamatorios. A este
fendomeno se le conoce como meta-inflamacion (inflamacion metabdlica), desencadenada
por un exceso de nutrimentos, asi como de su metabolismo, los cuales estan relacionados
directamente con la homeostasis del sistema inmunologico (28, 34-36).

La meta-inflamacién y el estrés oxidativo se relacionan con la modulacion y
mediacion de las citocinas pro-inflamatorias, asi como la de las especies reactivas de

oxigeno. El desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y las
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defensas antioxidantes provocan estrés oxidativo, alterando asi las vias de sefializacion, y
provocando con ello dafio tisular. La glucotoxicidad y lipotoxicidad también inducen el
estrés oxidativo y sobre-regulan las citocinas TNF-a e IL-6 (34).

En las personas obesas, la resistencia a la insulina esta ligada al aumento de
metabolitos bioactivos derivados de adipocitos, como lipidos, &cidos grasos libres, MCP-1
(Proteina quimioatrayente de monocitos) y citocinas pro-inflamatorias (30, 31). Sin
embargo, a pesar de ser la obesidad un factor de riesgo para el desarrollo de resistencia a la
insulina o diabetes, otros factores también estan involucrados. Un estudio realizado en
jévenes con resistencia a la insulina, e insulino-sensibles como control, hijos de pacientes
con diabetes tipo 2, con un indice de Masa Corporal (IMC) normal (delgados) en comun,
mostraron concentraciones similares en plasma de TNF-a, IL-6, y adiponectina (37). Esto
sugiere que, en las personas delgadas, la inflamacion sistémica no tiene un papel
significativo en el desarrollo de resistencia a insulina. Estos resultados implican que la
resistencia a la insulina se puede atribuir a una desregulacion del metabolismo celular de

los &cidos grasos (38).

1.4. EDULCORANTES

Dentro de las medidas nutricionales de restriccion energética, el uso de edulcorantes
ha permitido que aquellos pacientes con diabetes mellitus, sobrepeso y obesidad, tengan a
su disposicion una gran variedad de alimentos que satisfacen la palatabilidad de las
personas, sin que estos contengan una alta cantidad de energia. En las Gltimas décadas, el
aumento en el consumo de estos aditivos ya no es sélo por pacientes con alguna ECNT,
sino también por la poblacion en general (39-41).

Los seres humanos nacen con una preferencia innata por lo dulce. La sacarosa o
azucar de mesa (C12H22011) es el endulzante mas comun. A través del tiempo, el azlcar ha
sido uno de los mas importantes productos adicionados en los alimentos. El aztcar no sélo
provee sabor dulce, sino también da caracteristicas biolégicas o antimicrobiales, sensoriales
(sabor, aroma, textura, apariencia, etc.), fisicas (viscosidad, consistencia, deshidratacion,

etc.) y quimicas (caramelizacion, productos de antioxidacion, etc.) a los alimentos. Es
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utilizado principalmente en productos de panaderia, cereales, dulces, confiteria, helados,
productos lacteos, bebidas, alimentos enlatados, embotellados o congelados, entre otros
(42).

Los edulcorantes son aditivos alimentarios, ya que se incluyen en la formulacion de
los productos y actian como estabilizantes, conservadores o modificadores de sus
caracteristicas organolépticas, para favorecer ya sea su estabilidad, conservacion, apariencia
0 aceptabilidad. Los edulcorantes confieren a un alimento un sabor dulce y son también
conocidos como endulzantes. Una de las caracteristicas de los edulcorantes es la cantidad
de energia que proporcionan, dividiéndolos asi en nutritivos y no nutritivos (43, 44).

Los edulcorantes nutritivos proporcionan 4 kcal/g, teniendo asi un efecto en la
glucosa sanguinea. Los mas comunes son: sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, dextrosa,
miel y miel de maiz, asi como también los polioles o azlcar de los alcoholes, que aportan 2
kcal/g, siendo menos dulces que el azlcar y no producen caries; entre ellos esta el sorbitol,
xilitol, manitol, maltitol, isomaltitol, lactitol y eritritol.

Los edulcorantes no nutritivos no aportan energia o aportan una minima cantidad,
gue no es considerable. Tienen un alto poder endulzante y basta una cantidad muy pequefia
para obtener el sabor dulce. Actualmente se encuentran en el mercado mexicano:
aspartame, sacarina, acesulfame K, sucralosa, ciclamato, alitame y glucdsidos de esteviol
(stevia).

El uso de los edulcorantes es regulado por cada pais, pero antes de ser permitidos
para su uso, la seguridad de estos es evaluada por diferentes comités mundiales, como son
el Comité Cientifico para la Alimentacion (SCF, Scientific Committee on Food), el Comité
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
Food and Agriculture Organization), el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, Food and Drugs Administration), las
Autoridades Europeas de Seguridad en Alimentos (EFSA, European Food Safety
Authority), y en el caso de México, la Secretaria de Salud, a través de la Comision Federal
para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) (45). Para poder evaluar la
seguridad de un aditivo de alimentos, es necesario incluir resultados de estudios

experimentales sobre absorcion, distribucion y metabolismo en modelos animales y
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humanos; pruebas toxicoldgicas in vitro e in vivo; datos técnicos como identidad, pureza,
estabilidad y productos de degradacion; datos de administracion, proceso de fabricacion,
necesidades tecnoldgicas, evaluaciones por los consumidores, las posibles aplicaciones,
niveles de uso en las distintas categorias de alimentos y el resultado estimado a la
exposicion del uso propuesto (43).

La evaluacién toxicoldgica consiste en una evaluacion de riesgo de los edulcorantes.
Para ello, se realiza un procedimiento de cuatro pasos: la identificacion y caracterizacion de
los peligros, la evaluacion de la exposicion y la caracterizacion del riesgo. Durante la
evaluacion de riesgo se determina la ingestion diaria aceptable (IDA), la cual es la cantidad
de aditivo alimentario, expresada en mg/kg de peso corporal, que puede ser ingerido al dia
durante toda la vida sin provocar algun riesgo para la salud (45).

Los datos sobre la cantidad consumida de edulcorantes generalmente son
sobrestimados y en una gran mayoria no son fiables; es decir, la informacion proporcionada
en el etiquetado de los alimentos puede ser confusa o errénea. Se utilizan distintos términos
para mencionar el uso de aditivos, como son: “sin calorias”, “bajo en calorias”, “reducido
en calorias”, “sin azacar”, “reducido en azucar”, “con sustituto de azuacar”, ‘“con
edulcorante”, 0 marcas comerciales de los mismos, como “aspartame”, “splenda”,
“sucralosa” y “estevia”; por lo que se debe evaluar cada producto para determinar si
contiene 0 no el aditivo mencionado y la cantidad del mismo (40), siguiendo las
especificaciones para la poblacion mexicana de la NOM-086-SSA1-1994, Bienes y
Servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas con modificaciones en su composicion.
Especificaciones nutrimentales; y la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, de Especificaciones
generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados -
Informacion Comercial y Sanitaria.

El consumo de edulcorantes ha ido en aumento en las ultimas décadas (46), asi
como también el incremento en la incidencia y prevalencia de obesidad y diabetes mellitus.
La mayoria de los alimentos industrializados, principalmente las bebidas, son endulzadas
con edulcorantes (47). En Estados Unidos, la prevalencia del consumo de bebidas
endulzadas con algun tipo de edulcorante no nutritivo aument6 de un 6.1% a un 12.5% en
nifios, y en adultos de un 18.7% a un 24.1% (48). Dada la contribucién a la palatabilidad

en los alimentos y la limitacion en el consumo de energia, los edulcorantes han sido una
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opcion alimentaria en las ECNT. Es asi como el uso de los edulcorantes sigue siendo tema
de estudio, puesto que es importante conocer mas sobre el uso a corto y largo plazo, y los
efectos de los mismos.

La sucralosa es uno de los edulcorantes de mayor uso a nivel comercial, debido a
sus propiedades organolépticas, asi como también los glucésidos de esteviol, que son de
reciente insercion en el mercado mexicano, siendo estos una nueva alternativa por su origen

natural, teniendo con ello un impacto a nivel comercial.

1.4.1 Sucralosa

La sucralosa (Ci2H19Cl30g) se obtiene del azlcar a través de un proceso de
elaboracion patentado, mediante el cual se sustituyen selectivamente tres grupos hidroxilo
de la molécula de azucar con tres atomos de cloro, del cual se obtiene 4-cloro-4-desoxi-a-
D-galactopiranésido de 1,6-dicloro-1,6-didesoxi-B-D-fructofurandsilo (43). El cloro esta
presente de manera natural en muchos de los alimentos y bebidas que se ingieren todos los
dias, siendo de gran importancia en muchos procesos bioldgicos y en la naturaleza. La
presencia de cloro en la sucralosa produce un edulcorante que no tiene energia, pero que es
600 veces mas dulce que el azlcar. En apariencia es un polvo blanco, sin olor, termoestable
y de pH neutro. Tiene un claro sabor dulce, rapidamente perceptible, que no deja un sabor
desagradable. Asimismo, la sucralosa retiene su sabor dulce durante todos los procesos de
fabricacion de alimentos y bebidas, y esto permite que se utilice practicamente en cualquier
actividad en que se emplea el azucar, incluyendo cocinar y hornear (49).

El organismo no utiliza la sucralosa para obtener energia, por lo que pasa
rapidamente a través del cuerpo, practicamente inalterada. La sucralosa ha sido sometida a
extensas pruebas durante un periodo de 20 afios y se ha comprobado que es segura y un
ingrediente extraordinariamente inerte. La sucralosa es til para las personas con diabetes,
dado que las investigaciones demuestran que no tiene efecto en el metabolismo de los
hidratos de carbono, el control de la glucosa en sangre a corto o largo plazo, ni la secrecion
de insulina, por lo que puede ser utilizada por toda la poblacion (41, 50, 51). La ingestion
diaria aceptable de sucralosa es de 0 a 15 mg/kg de peso corporal, segtn la JECFA dada en
1990 y por la SCF en el 2000 (44, 45).
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Una ventaja de la sucralosa para los fabricantes de alimentos y bebidas y los
consumidores es su estabilidad excepcional, ya que retiene su sabor dulce con el paso del
tiempo en una amplia variedad de condiciones de temperatura y almacenamiento. Se
emplea en frutas enlatadas, bebidas de frutas bajas en energia, productos horneados, salsas
y almibares. Se puede utilizar como edulcorante en suplementos dietéticos, alimentos con
fines médicos, suplementos vitaminicos y minerales y productos farmacéuticos. La
sucralosa se encuentra disponible como ingrediente para utilizarse en una amplia gama de
alimentos y bebidas con el nombre comercial de SPLENDA® Sucralose (52). Los
ingredientes de la formula comercial son dextrosa (95.8%), maltodextrina (3%) y Sucralosa
(1.2%). El pais de origen es Estados Unidos de América, comercializado por McNeil
Nutritionals, LLC 2010.

1.4.2 Glucdsidos de Esteviol

Los glucdsidos de esteviol (G.E.), por su origen natural, gran poder endulzante y
seguridad, son uno de los edulcorantes mas utilizados recientemente por la industria
alimentaria. A este edulcorante se le conoce cominmente como Stevia, ya que proviene de
una planta con el mismo nombre (53).

La Stevia es una especie boténica de la familia de las asterdceas, nativa de la region
tropical de Sudamérica, su nombre cientifico es Stevia rebaudiana Bertoni, es llamada
“Hierba Dulce del Paraguay”. Los compuestos edulcorantes de la planta estan contenidos
sobre todo en las hojas. Las hojas secas son entre 20 y 35 veces mas dulces que el azlcar
(53, 54). En 1931, los quimicos franceses M. Bridel y R. Lavieille lograron aislar los
glucosidos de esteviol que provocan su sabor. Los catalogaron como esteviésidos
(contienen glucosa) y rebaudiosidos A, B, C, D y E (53, 55). Los esteviosidos (110-270
veces mas dulces que el azucar) son el componente principal, constituyendo cerca del 85%
de los edulcorantes totales, y rebaudiosidos A (180-400 veces més dulce que el azucar), en
menor proporcion, es el componente mas dulce (56).

Los GE son 300 veces mas dulces que el azlcar, son estables a los 200°C y no se
fermentan. Otras ventajas adicionales de los G.E. son: no aportan energia al ser
metabolizados, por lo que no elevan las concentraciones de glucosa en la sangre (57, 58),

tienen funcion antidcida y cardiotonica (59); ademas, no producen caries, al no ser
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fermentados por las bacterias orales y se distingue de los edulcorantes artificiales por no
tener sabor metalico y no ser cancerigenos (60). Los estudios clinicos realizados por el
JECFA demuestran que los G.E. no tienen efecto en la respuesta de la presion sanguinea ni
de la glucosa en sangre, indicando asi la seguridad para ser utilizados por las personas que
tienen diabetes, pero sin ser utiles como tratamiento médico o farmacoldgico. Estudios
independientes realizados recientemente en seres humanos sobre seguridad, metabolismo e
ingestion de G.E., respaldan la seguridad de los mismos. Estableciendo asi una IDA de 4
mg/kg de peso corporal (expresada como esteviol). La ingestion estimada de G.E., incluso
entre los mayores consumidores, no excede la IDA (61).

De su habitat en Paraguay la Stevia ha pasado a cultivarse en extensas areas,
especialmente en paises como China, Brasil, Japon, Corea, Tailandia, Taiwan e lIsrael;
siendo Japon el mayor consumidor mundial de stevia, con un 40% del mercado de
edulcorantes, donde se utiliza en todo tipo de alimentos y bebidas (54).

Los G.E. son metabolizados por una ruta comun. Esta ruta comienza en el intestino,
donde los glucosidos de esteviol son descompuestos en esteviol; el esteviol es secretado en
la orina como glucuronido de esteviol. Los componentes metabolizados de los G.E.
esencialmente salen del cuerpo y no hay acumulacion de los mismos (61). ElI producto
comercial no da informacion clara sobre sus ingredientes, ya que solo mencionan mezcla de
azucares o disacéridos y stevia (Rebaudiosidos A 97% de pureza (0.5g/100g)).

En 2008 se realiz6 un estudio donde se evalud la respuesta inmunologica de los
estevidsidos en ratones, con tres diferentes dosis, en el cual se observé que la actividad
fagocitaria de los macrofagos, asi como también la proliferacion de linfocitos, tuvo un
incremento (62). Otros estudios hechos con Momordica grosvenori, otro edulcorante de
origen natural, también mostraron una disminucién en el estrés oxidativo de ratones con
diabetes (63-65). Estos estudios sugieren que algunos edulcorantes intensos de origen

natural no sélo tienen beneficios de tipo nutricional sino también inmunologico.
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1.5. LOS EDULCORANTES Y SU RELACION CON EL SISTEMA
INMUNITARIO

En las ultimas décadas, tanto el tamafio como el tipo de alimentos han ido
evolucionando, asi como los habitos alimentarios de la poblacion. EI consumo de azlcares
tiene un gran impacto sobre la salud poblacional. Actualmente, el consumo per cépita de
azUcar (sacarosa) es de aproximadamente 47.9 kg al afio (66), 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 (67). 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.

La habilidad de las células de percibir y responder de forma adecuada en los
distintos microambientes se lleva a cabo por medio de la sefializacion celular. Uno de los
mas importantes metabolitos o nutrimentos que modulan la respuesta celular es la glucosa.
La glucosa es la fuente primaria de sintesis de energia. Gracias a ella, la célula puede
realizar distintas funciones, por tanto el metabolismo celular depende de glucosa. Durante
la sintesis de energia se producen otras moléculas, como las especies reactivas de oxigeno,
que también forman parte del metabolismo celular, siendo las responsables de la respuesta
inflamatoria, que es causada en parte por el estrés oxidativo.

Anteriormente, se menciond que existe una relacién entre la inflamacién cronica, el
estrés oxidativo y las ECNT, en donde el exceso de macronutrimentos afecta la homeostasis
del sistema inmunoldgico (28, 35, 36).Ya que las ECNT aumentaron su prevalencia en los
ultimos afios, se han llevado a cabo distintas estrategias para la atencion de las mismas. El
uso de edulcorantes no energéticos es una de ellas (41).

Entre los edulcorantes energéticos mas utilizados se encuentra la sacarosa, la cual
estd formada por una molécula de glucosa y otra de fructosa, siendo una de las principales
fuentes de glucosa para el organismo. Un edulcorante no energético que proviene de la
sacarosa es la sucralosa, donde se intercambian tres grupos OH por Cl, obteniendo asi un
poder endulzante superior, suponiendo con ello que, por ser de origen similar a la sacarosa,
su funcionamiento a nivel celular es parecido. En cambio, los G.E. tienen una estructura

quimica diferente, por lo que su metabolismo a nivel celular ha mostrado otros efectos. En
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el sistema inmunologico, los estevidsidos actian como inmunomoduladores y anti-
inflamatorios, inhibiendo la produccion y sintesis de citocinas de tipo pro-inflamatorias
como la IL-1B y el TNF-a, ademas de ON, no asi su metabolito esteviol (68).

Estudios realizados sobre el uso de sacarosa y sus efectos en marcadores de
inflamacion, como la proteina C-reactiva, la haptoglobina y la transferrina, demuestran que
existe un incremento en su concentracion. En cambio, el consumo de edulcorantes no
energéeticos demuestra que la concentracién de marcadores inflamatorios disminuye, sin
tener efecto en el peso o el consumo energético total (69, 70).

Por lo tanto, siendo el SI uno de los principales componentes para mantener la
homeostasis del organismo y regular las respuestas inflamatorias, es importante conocer la
interaccion entre las distintas moléculas del metabolismo celular, el sistema inmunitario y
las ECNT, mediadas por la metainflamacion. En la actualidad no existe suficiente evidencia
que indique que el uso frecuente de edulcorantes de diferentes naturalezas modifica la
respuesta inmunitaria innata y adaptativa, por lo que es necesario determinar si los

edulcorantes son una solucion o si promueven el desarrollo de las ECNT.
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2. Planteamiento del Problema:

El gusto es uno de los cinco sentidos con los que cuentan los seres vivos y es el mas
desarrollado desde antes del nacimiento. La preferencia por los sabores dulces esta
integrada a los sentidos humanos, ya que los 6rganos y sistemas del cuerpo utilizan a los
carbohidratos como principal fuente de energia y entre ellos se encuentran algunos
edulcorantes.

Los edulcorantes son aditivos que se agregan a los alimentos o bebidas para darles un
sabor dulce. Se pueden clasificar en naturales y artificiales, segin su origen. Entre los
primeros se encuentran la sacarosa, fructosa, lactosa, maltosa, dextrosa, miel, miel de maiz,
polioles (sorbitol, xilitol, maltitol, isomaltitol, lactitol, manitol y eritriol), y estevidsidos; los
artificiales son la sacarina, aspartame, acesulfame-K, sucralosa, ciclamato y alitame. En el
ultimo medio siglo, se han desarrollado edulcorantes o sustitutos del azucar que han
demostrado ser una valiosa ayuda para los consumidores, en particular para los pacientes
con diabetes, sobrepeso u obesidad, ya que les permiten controlar su peso sin dejar de
disfrutar los sabores dulces.

La disponibilidad de los edulcorantes artificiales ha permitido que en la actualidad
cualquier persona tenga a su alcance alimentos y bebidas adicionadas con edulcorantes, sin
que estos le aporten un incremento en la ingestion energética, ademas de disfrutar del
placer de saborear lo que mas les guste.

Antes de entrar al mercado, los edulcorantes deben cumplir con las regulaciones
gubernamentales de cada pais y s6lo se ponen a la venta después de demostrar su
inocuidad. Diversas publicaciones demuestran la seguridad de su consumo en referencia a
la toxicologia, sin dar respuesta a procesos de tipo inmunoldgico a corto o largo plazo.
Generalmente so6lo se hace mencidn a la ingestion diaria recomendada de estos, sin precisar
algun efecto de los edulcorantes a nivel de la respuesta organica inmunitaria.

En 2008 se realizaron estudios de los edulcorantes G.E. y Momordica grosvenori (de
origen natural) que mostraron efectos en la respuesta inmunitaria, con aumento en la
proliferacion de linfocitos y fagocitosis (62). Sin embargo, no hay mas reportes en la

literatura con respecto al efecto de los edulcorantes en la respuesta inmunitaria.
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En los dltimos afos se ha incrementado tanto el consumo como la promocién de los
edulcorantes, principalmente los no energéticos, que son utilizados por la poblacién en
general. Médicos, nutridlogos y otros profesionales de la salud refieren el uso de
edulcorantes, para ayudar a los pacientes a resolver problemas como control de peso,
obesidad y tratamiento dietético en personas con diabetes, sin considerar que el uso
excesivo de estos puede ser contraproducente.

Se ha demostrado que las ECNT estan asociadas a procesos inflamatorios cronicos,
resultado de un desequilibrio entre el metabolismo y el sistema inmunoldgico. Al ser los
edulcorantes una alternativa con bajo aporte energético para el consumo de alimentos,
conllevan un efecto en el metabolismo organico, y por consiguiente, en el sistema
inmunitario. Siendo que la poblacion general estd expuesta a este tipo de productos es

necesario conocer mas sobre el tema, por lo que surge la pregunta:

¢ Qué efecto tienen los edulcorantes G.E. y sucralosa sobre la respuesta inmunitaria de
tipo pro-inflamatoria en ratones BALB/c?
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3. Hipotesis:

Hipotesis nula:
Las poblaciones de linfocitos T (CD4" y CD8"), asi como las concentraciones de IFN-y
y ON, estaran aumentadas por el consumo frecuente de edulcorantes comerciales G.E. y

sucralosa.

Hipdtesis alterna:
Las poblaciones de linfocitos T (CD4" y CD8") y las concentraciones de IFN-y y ON no
estaran afectadas por el consumo frecuente de edulcorantes comerciales G.E. y

sucralosa.
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4. Obijetivos:

GENERAL

Evaluar el efecto que tienen los edulcorantes comerciales G.E. (natural) y sucralosa

(artificial) sobre la respuesta inmunoldgica pro-inflamatoria en ratones BALB/c de 14

semanas de edad.

DE CONTROL

Evaluar los cambios en el consumo de alimento y liquido durante las 6 semanas de
exposicion al edulcorante.

Evaluar el cambio de peso durante las 6 semanas de exposicion.

Determinar la concentracion de glucosa sérica periférica, antes de ser expuestos, a

las 3 semanas y al finalizar la exposicion a los distintos edulcorantes.

ESPECIFICOS

Determinar y cuantificar por citometria de flujo las poblaciones de linfocitos T
CD3", CD4", CD8".

Cuantificar la produccion de IFN-y por prueba ELISA, en linfocitos de bazo de
ratones BALB/c de 14 semanas de edad.

Cuantificar la produccion de ON en macrofagos de ratones BALB/c de 14 semanas

de edad, por medio del ensayo colorimétrico de Greiss.

Como complemento de este trabajo de investigacion se tomaron los objetivos de una

Tesis de Licenciatura (P. Biol. Jessica Serrano Valdés) para fines de publicacion del

articulo cientifico. Estos objetivos incluyeron determinar y cuantificar por citometria de
flujo las poblaciones de linfocitos T CD4"/CD25%, CD4'/CD69*, CD8'/CD25" y
CD8*/CD69".
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5. Justificacion:

Las ECNT como la diabetes mellitus, hipertensién arterial, obesidad, cancer, etc. son
actualmente las principales causas de muerte en México, segun las estadisticas del Sistema
Nacional de Informacion en Salud. El aumento en el consumo de alimentos con alto valor
energeético ha provocado que el pais se encuentre entre los primeros lugares a nivel mundial
de sobrepeso y obesidad, ya no s6lo en adultos sino también en nifios. Una de las
principales estrategias es la restriccion energética, lo que ha permitido el uso de
edulcorantes, principalmente de aquellos que no aportan energia, tanto en pacientes con
diabetes mellitus, como aquellos con obesidad y sobrepeso.

Los edulcorantes tienen gran importancia en la industria alimentaria, ya que
proporcionan sabor dulce, cuerpo o consistencia al alimento. Ademas, actan como
conservadores. Utilizando una pequefia cantidad de edulcorantes distintos al azUcar
(sacarosa) se puede obtener un gran sabor dulce, por lo que el consumo de azucar ha
disminuido o ha sido sustituido por alguno de estos edulcorantes, siendo que, en teoria, esto
disminuiria el consumo energético total, mejorando asi el estado nutricional. EXisten
estudios donde se demuestra que el consumo de edulcorantes artificiales sélo satisface al
paladar, sin que esto signifique que el consumo energético sea bajo. Por el contrario, se ha
visto que el consumir edulcorantes como aspartame, sacarina o acesulfame K estimula el
apetito, al no haber un equilibrio energético; por consiguiente se aumenta la ingestiéon de
alimentos con otras fuentes energéticas, provocando con ello incremento en la masa grasa y
por tanto, un aumento en el peso corporal.

El desarrollo de sustitutos de azucar ha permitido que actualmente se cuente con una
gran variedad tanto de origen natural como artificial. Quimicamente, pueden ser
diferenciados y por consiguiente, su metabolismo es distinto entre ellos. Debido a que
algunos son fuente de glucosa, estos participan en los procesos celulares para obtener
energia y realizar sus funciones; en el caso de los edulcorantes de origen artificial y algunos
naturales, sus componentes no son la glucosa, por lo que metabdlicamente no pueden tener
el mismo efecto.

Durante afios se ha comprobado que las ECNT tienen efectos o son dependientes de la

respuesta inmunitaria del organismo. Se ha visto que la inmunidad innata tiene una funcion
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elemental en el proceso inflamatorio. Debido a que las ECNT generalmente poseen un
componente inflamatorio, es importante conocer la relacion o interaccion entre los distintos
edulcorantes y la respuesta inmunitaria, siendo esta la defensa ante la amenaza de diferentes
agentes bioldgicos. Dado que la respuesta inmunitaria se basa en procesos celulares
dependientes de glucosa, es necesario conocer si los componentes de los distintos

edulcorantes influyen en estos procesos.

28



6. Material y Métodos:

6.1. Disefo de Estudio
Tipo de estudio

Experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo.

Universo

Células de ratones BALB/c de 14 semanas de edad, machos y hembras.

Método de muestreo
Por asignacion aleatoria.

Tamarfio de muestra

8 ratones machos y 8 hembras por grupo de estudio. 64 ratones en total.
Grupo Control Negativo (Sin edulcorante): 16 ratones

Grupo Control Positivo (Sacarosa): 16 ratones

Grupo Stevia (Edulcorante Natural): 16 ratones

Grupo Splenda (Edulcorante Artificial): 16 ratones

6.2. Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion

Criterios inclusion: Ratones BALB/c a partir de las 8 semanas de edad que consumieron
edulcorantes durante 6 semanas

Criterios eliminacién: Ratones BALB/c a partir de las 8 semanas de edad que

consumieron edulcorantes y enfermaron o murieron durante el estudio.

6.3. Procedimientos

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

Laboratorio de Investigacion en Nutricion de la Facultad de Medicina de la UAEMex.
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Crianza de ratones BALB/c:

Se criaron ratones de la cepa BALB/C bajo condiciones estdndar: dieta para roedor
(Purina, USA), completa en cuanto al contenido de proteina, grasa, carbohidratos, fibra,
vitaminas y minerales; acceso libre a agua purificada. Se mantuvieron bajo un ciclo de
luz/oscuridad natural; temperatura ambiente de 22° C, segun la Norma Oficial NOM-062-
Z00-1999 para las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales
de laboratorio.

A las 8 semanas de edad se expusieron a los distintos edulcorantes durante 6 semanas,
a una concentracién del 10% para la sacarosa y su proporcion comercial (1 sobre-1g) de
sucralosa y estevia. Al termino de las 6 semanas de exposicion al edulcorante, los animales
fueron sacrificados (con sobredosis de anestesia), para realizar las evaluaciones

correspondientes.
Extraccidon de macrofagos de peritoneo

A los ratones de 14 semanas de edad se les inyecto intraperitonealmente (ip) 1.5 ml de
medio tioglicolato modificado al 3%. Después de cuatro dias se recolectaron las células
producidas en la cavidad peritoneal con una inyeccién ip y las células se recuperaron en 7
ml de PBS libre de endotoxinas. Las células recolectadas fueron lavadas dos veces con
PBS, centrifugandose 10 min a 1,250 rpm. Posterior a los lavados las células se contaron y
se sembraron en placas de 12 pozos, a una densidad de 1 X 10° células por pozo en medio
de cultivo DMEM complementado con 10% suero fetal bovino, L-glutamina y antibiéticos.
Después de cinco horas de cultivo (para permitir la adhesion de las células), se realizaron
varios lavados con PBS para eliminar aquellas células no adheridas. Posterior a esto se
agregd medio de cultivo fresco y las células se utilizaron 24 hr después. La estimulacién
antigénica se llevo a cabo adicionando LPS 100 ng/mL/24 hr. Posterior a esto se determind
el ON.

Extraccion de linfocitos de bazo

En condiciones asépticas, se extrajo el bazo de los ratones, colocandolo en un
contenedor con medio de cultivo (RPMI). Con la ayuda de dos portaobjetos esmerilados
estériles el tejido se prenso hasta disgregarlo. El tejido disgregado se coloco en una caja de
petri con medio de cultivo (RPMI). Con la ayuda de una pipeta de vidrio el tejido fue re-
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suspendido para garantizar su desintegracion completa. La suspension celular se colocé en
un tubo y se centrifug6 a 1,300 rpm por 10 min. Transcurrido el tiempo de centrifugacion
se elimino el sobrenadante y el boton celular fue re-suspendido en 1 mL de solucion de lisis
durante 1 min, para la eliminacién de glébulos rojos. Posterior a esto, las células se
centrifugaron de nuevo a 1,300 rpm por 5 min. Se elimino el sobrenadante y se lavé con
solucidén balanceada de fosfatos (PBS). Finalmente, las células fueron re-suspendidas en 10
mL de medio de cultivo para conteo celular.

Una vez obtenidos los linfocitos de bazo, estos fueron sembrados en placas de 96
pozos a una densidad de 0.25 x 10° células por pozo. Estas células fueron estimuladas

(lonomicina 10 ng/mL y PMA 100 ng/mL) para la determinacién de citocinas por ELISA.
Citometria de flujo

1 x 10° linfocitos fueron colocados en tubos para citémetro con 50 pl de solucién
bloqueadora (suero fetal bovino 10%) durante 1hr; después fueron centrifugados a 1,250
rpm por 5 min. El botén celular fue re-suspendido en 1ml de PBS y centrifugado
nuevamente. El boton celular fue re suspendido en 50 pl de solucién blogueadora y se
incubd 1 hr con el anticuerpo conjugado con algun fluorocromo, para CD3 (marcador de
linfocitos T) con FITC (Isotiocianato de fluoresceina), CD4 (marcador de linfocitos T
cooperadores) con PE (Ficoeritrina) y CD8 (linfocitos T citotdxicos) con APC
(Aloficocianina). Pasada la hora de incubacidn los linfocitos fueron lavados con 500 pL de
PBS, se centrifugaron a 1,250 rpm por 5 min, se quitd el sobrenadante y el boton celular fue
resuspendido en 250 uL de PBS. Después de los lavados, se agregé 20 pL de
paraformaldehido. Finalmente las muestras fueron leidas en el Citémetro de Flujo
FACSCalibur de BD, que se encuentra en el Centro de Investigacion en Salud Animal
(CIESA) de la Universidad Auténoma del Estado de México. Los datos obtenidos fueron

analizados en el programa Flowing Software 2.5.0.
Determinacion de citocinas solubles (IFN-7)

Para determinar citocinas solubles pro-inflamatorias producidas por los linfocitos de
bazo (IFN-y), se utilizo la técnica de ELISA. Para esta técnica fueron empleados Kits
comerciales. Se sembraron 0.25 x 10° células en placas de 96 pozos. Un dia después los
linfocitos fueron estimulados con 100 ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate-13-acetate) y
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10 ng/mL lonomicima durante 24 hr. Transcurrido el tiempo de estimulacion, 100 pL de
sobrenadante fueron transferidos a una placa de ELISA previamente recubierta con el
anticuerpo de captura. El sobrenadante fue incubado en la placa por un periodo de 2 hr a
temperatura ambiente. La placa fue lavada 5 veces con PBS. Posteriormente, 100 pL de
anticuerpo de deteccion fueron afiadidos. Para la deteccion colorimétrica se adicionaron
100 pL de Avidina-HRP, incubandose por otros 30 min. Finalmente, 100 pL de solucion de
substrato fueron afiadidos e incubados por 15 min hasta que se desarroll6 el color. La placa
fue leida a 450 nm y las concentraciones de las citocinas por muestra fueron analizadas

utilizado una curva estandar, la cual fue incluida durante todo el proceso de ELISA.
Produccién de 6xido nitrico

Para medir la produccion de ON de los macréfagos de peritoneo se llevd a cabo una
reaccion de Griess, donde por desarrollo colorimétrico se determinan nitratos en el
sobrenadante. Para esta técnica fueron sembradas 1 x 10° células en cajas de 12 pozos. Las
células fueron estimuladas con 100 ng/mL de LPS por 24 hr. Transcurrido este tiempo, 100
ML de sobrenadante por muestra fueron transferidos a una placa de 96 pozos, donde se
mezclaron con 100 uL de solucion de Griess conteniendo 50 pL de reactivo Griess A (80%
acido fosférico, 1% sulfanilamida) y 50 pL de reactivo Griess B (0.1% etilenamida). En la
placa se incluy6 una curva estdndar con las siguientes cantidades totales (pg) de nitritos:
6.25, 12.5, 25, 50 y 100. Después de agregar a cada muestra la mezcla de Griess, la placa

fue leida a 450 nm.

6.4. Variables de Estudio

Independientes: Consumo de edulcorantes

Dependientes: Peso, concentraciones de glucosa sérica, citocinas producidas por

macrofagos y linfocitos, produccion de 6xido nitrico pro macréfagos.

Intervinientes: consumo de alimento
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE ESTADISTICO

CONCEPTUAL OPERATIVA VARIABLE MEDICION
CONSUMO DE La accion y efecto de Consumo de edulcorante  Categdrica nominal ~ Consumo de agua Variable de
EDULCORANTES consumir un edulcorante diluidos en agua: Consumo de sacarosa agrupacion
1. Control negativo. Consumo de glucoésidos
Agua de esteviol
2. Control positivo. Consumo de sucralosa
Sacarosa
3. Natural.
Glucoésidos de esteviol
4. Artificial.
Sucralosa
CONSUMO DE La accion y efecto de Consumo de alimento Cuantitativa Gramos Medidas de
ALIMENTO consumir un alimento para roedores completo continua tendencia central

nutricionalmente

PESO La fuerza con la cual un Determinacion de lamasa Cuantitativa Gramos Medidas de
cuerpo actla sobre un punto  por medio de una balanza continua tendencia central
de apoyo, originado por la
aceleracion de la gravedad,
cuando esta actua sobre la
masa del cuerpo

CONCENTRACION  Magnitud quimica que Cuantificacion de glucosa  Cuantitativa discreta  mg/dL DE
ES DE GLUCOSA expresa la cantidad de un en sangre . .
SERICA elemento o un compuesto por Diferencias

unidad de volumen significativas
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LINFOCITOS

CITOCINAS EN
LINFOCITOS

MACROFAGOS

OXIDO NITRICO
EN MACROFAGOS

Células mononucleares, base
celular de la respuesta
inmune especifica

Proteinas efectoras del SI.
Moléculas de bajo peso
molecular, importantes por
sus caracteristicas para
regular la respuesta
inmunoldgica

Células mononucleares,
encargadas de fagocitar
cuerpos extrafios, actlian
como células presentadoras
de antigenos, producen
citocinas pro-inflamatorias
TNF-q, IL-1 cuando son
activados.

Agente bactericida producto
de la fagocitosis en
macroéfagos

Cuantificacion del
ndmero de células CD4+
y CD8+ por medio de
citometria de flujo

Cuantificar IFN -y por
prueba de ELISA

Cuantificar Macréfagos
por microscopia en
camara de hematologia

Cuantificacioén de
produccién ON por el
método de Greiss

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

1x10%/mL

pg/mL

1x10%/mL

Micromoles de NO2

DE

Diferencias

significativas por
Kruskal-Wallis y
U-Mann Whitney

Diferencias

significativas por
Kruskal-Wallis y
U-Mann Whitney

DE

Diferencias

significativas por
Kruskal-Wallis y
U-Mann Whitney

Diferencias

significativas por
Kruskal-Wallis y
U-Mann Whitney
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6.5 Implicaciones Bioéticas
Los experimentos se llevaron a cabo bajo y de acuerdo con la norma oficial mexicana:
NOM-062-Z00-1999 de Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de

los animales de laboratorio.

6.6 Anélisis Estadisticos

Se realizaron pruebas estadisticas no paramétricas de U de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis para comparar entre dos grupos y entre grupos, considerando p<0.05 como
diferencias estadisticamente significativas.

Se utilizd el paquete estadistico SPSS version 20.0 para el analisis de los datos y el

programa GraphPad versién 5.0 para la elaboracién de las gréaficas.
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7. Resultados

7.1. EFECTO DEL CONSUMO DE EDULCORANTES COMERCIALES
SOBRE POBLACIONES LINFOCITARIAS DE BAZO DE RATONES
BALB/c
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Sent: Friday, September 06, 2013 12:31 PM

To:  Irazli Contreras Garcia

Estimado/a Dr. Contreras:

Le confirmames la recepcién del articulo titulado: "Efecto del consumo de edulcorantes
comerciales sobre las poblaciones linfocitarias de bazo de ratones BALB/c", que nos ha
enviado para su posible publicacién en Gaceta Sanitaria.

En breve recibird un mensaje con el numero de referencia asignado y se iniciard el proceso
de revisién del articulo. En caso de que sea necesario que haga algin cambio previo,
también se le notificard por correo electrénico.

Tal y como se especifica en las normas de publicacién de la revista, le recordamos que Su
manuscrito no puede ser publicado en ninguna otra revista mientras dure el proceso de
revision.

No dude en contactar con la redaccién parz cualquier informacién adicional.

Reciba un cordial saludo,

EES
Gaceta Sanitaria

RRRR R R AR
Dear Dr: Contreras,

Your submission entitled "Efecto del consumo de edulcorantes comerciales sobre las
poblaciones linfocitarias de bazo de ratones BALB/c" has been received by journal Gaceta
Sanitaria.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal,

Kind regards,

EES
Gaceta Sanitaria

* v
£3 Connected to Merosoft Exchange

06/09/2013 12:39 p.m.
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7.1.3. Resumen

Objetivo: Conocer el efecto de los edulcorantes comerciales sacarosa, glucésidos de
esteviol y sucralosa sobre las poblaciones de linfocitos T de bazo y sobre la produccion de
interferon gamma (IFN-y), asi como la produccion de 6xido nitrico (ON), por linfocitos y

macrofagos de peritoneo, respectivamente.

Métodos: El estudio se llevé acabo en un modelo murino, con ratones BALB/c de 14
semanas de edad, los cuales consumieron por via oral los edulcorantes durante 6 semanas.
Se realiz6 citometria de flujo para la identificacion de poblaciones celulares de linfocitos T.
Adicionalmente, se midié la produccion de IFN-y y ON por ELISA y método de Greiss,

respectivamente.

Resultados: El consumo de liquido fue mayor en el grupo de sacarosa y sucralosa, sin
presentar cambios en peso o concentraciones de glucosa sérica. Fenotipicamente, el grupo
que consumio sucralosa presentd mayor nimero y frecuencia de linfocitos T CD3", CD4",
CD8", CD4'/CD25%, CD8'/CD25" y CD8'/CD69"; también se observé una mayor

produccion de IFN-y y ON en el mismo grupo de estudio.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que el consumo de sucralosa comercial
modifica las subpoblaciones de linfocitos T e incrementa la produccion de IFN-y y ON por
linfocitos y macrdfagos, lo que puede tener un efecto significativo sobre la homeostasis del

organismo.

Palabras clave.- Edulcorantes, respuesta inmunologica, linfocitos T, citocinas, 6xido nitrico
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7.1.4. Abstract

Objective: To determine the effect of chronic intake of commercial sweeteners, such as
sucrose, steviol glucosides and sucralose, on splenic lymphocyte populations, as well as
interferon gamma (IFN-y) and nitric oxide (NO) production by lymphocytes and peritoneal

macrophages, respectively.

Methodology: 14 week-old BALB/c mice were fed commercial sweeteners in ab libitum
drinking water for 6 weeks. We used flow cytometry to analyze splenic T lymphocyte
populations. Additionally, IFN-y and NO production were measured by ELISA and Greiss
spectrophotometric assay, respectively.

Results: We found higher water consumption in the groups treated with sucrose and
sucralose, but neither group presented a significant statistical change in weight or serum
glucose. We identified CD3*, CD4", CD8", CD4"/CD25", CD8"/CD25" and CD8"/CD69"
populations, finding a significant statistical increase in the number and percentage of these
cellular populations in the sucralose group. We also observed increased production of IFN-

v and NO by macrophages from the same experimental group.

Conclusions: Our results suggest that frequent consumption of commercial sucralose may
modify T lymphocyte subpopulations and increase the production of IFN-y and NO by
lymphocytes and peritoneal macrophages, which may have a significant effect on

homeostasis of the organism.

Key words: sweeteners, immune response, lymphocytes, cytokines, nitric oxide.
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7.1.5. Introduccion

La alimentacién humana se ha ido modificando con el paso del tiempo, junto con los
cambios en el estilo de vida. Los seres humanos nacemos con una preferencia innata por el
sabor dulce. Para satisfacer la palatabilidad en los productos alimentarios, la industria
utiliza aditivos, entre ellos los edulcorantes. Estos compuestos se incluyen en la
formulacion de los productos y actian como estabilizantes, conservadores o modificadores
de sus caracteristicas organolépticas, para favorecer ya sea su estabilidad, conservacion,
apariencia o aceptabilidad (1-3). Una de las caracteristicas de los edulcorantes es la
cantidad de energia que proporcionan, dividiéndolos asi en nutritivos y no nutritivos, y por
su origen en naturales o artificiales. La sucralosa es un endulzante artificial 600 veces mas
dulce que el azucar comun, siendo utilizado en diversos productos como panaderia,
cereales, confiteria, productos lacteos, productos enlatados y bebidas. Los glucésidos de
esteviol (G.E.) son compuestos de origen natural 300 veces mas dulces que el azucar,
actualmente son distribuidos y utilizados por la industria alimentaria por ser seguros para el
consumo humano (4-6). Para la prevencion y tratamiento de las Enfermedades Cronicas No
Transmisibles (ECNT), se considera la disminucion del consumo energético como una
medida nutricional importante, por lo que los edulcorantes o endulzantes que no aportan
energia han sido utilizados en la industria alimentaria para este proposito (4, 7, 8).

Uno de los principales componentes de las ECNT es la relacion entre el metabolismo y
el sistema inmunoldgico (9). Este sistema es uno de los principales mecanismos de defensa
del organismo, manteniendo su integridad estructural y funcional ante alguna amenaza. La
respuesta inmunoldgica se caracteriza por la participacion de varias células, entre ellas
macrofagos y linfocitos, asi como de otras moléculas (citocinas) encargadas de la
comunicacion y regulacion de la respuesta inmune (10, 11). EI buen funcionamiento de este
sistema depende de los nutrientes que consumimos (12).

Las ECNT se caracterizan por una respuesta inflamatoria cronica de bajo grado,
causada por una produccion anormal de citocinas (9, 13-15). Actualmente, la obesidad,
hipertension arterial y diabetes mellitus tipo 2 presentan una alta incidencia en la poblacion
mundial (16).
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En los ultimos afios el consumo de edulcorantes ha ido en aumento no solo en pacientes
con alguna ECNT, sino también en la poblacion en general (17); sin embargo existen pocos
estudios sobre el efecto de estos compuestos en el sistema inmune (18-20). Hay estudios
que demuestran la capacidad inmuno-moduladora de los edulcorantes no nutritivos de
origen natural como los glucésidos de esteviol (G.E.) y momordica grosvenori (20-22).
Otros estudios mencionan que los edulcorantes artificiales no tienen efecto sobre la
respuesta inmunoldgica (23). El objetivo de este estudio fue determinar si el uso frecuente
de los edulcorantes comerciales G.E. y sucralosa, modifican la respuesta inmune pro-
inflamatoria en un modelo murino, en comparacién con el consumo de agua y sacarosa.
Nuestros resultados muestran que el consumo frecuente de sucralosa modifica las

poblaciones linfocitarias del bazo, asi como la produccion de IFN-y y ON.
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7.1.6. Material y Métodos

Animales y dieta

48 ratones BALB/C de 14 semanas de edad, 24 hembras y 24 machos, criados bajo
condiciones estandar: dieta para roedor (Purina, USA) completa en cuanto al contenido de
proteina, grasa, carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales; con acceso libre a bebida. Se
mantuvieron bajo un ciclo de luz/oscuridad natural, a temperatura ambiente de 22° C, segin
la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999 sobre las especificaciones técnicas para

la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Disefio Experimental

Se hicieron 4 grupos de estudio: el primero, utilizado como control, suplementado
unicamente con agua; el segundo, suplementado con sacarosa (aztlicar); el tercero, con G.E.
y el cuarto, con sucralosa comercial. Se guard6 una proporcioén de edulcorante del 10% para
cada bebida. Los grupos estuvieron expuestos durante 6 semanas (a partir de la semana 8 de
edad) a los distintos edulcorantes. Diariamente se midi6 el consumo de alimento y bebida
de cada grupo, y cada semana se recolectaron los pesos individuales de cada raton. Asi
mismo, se midieron concentraciones séricas de glucosa periférica en tres momentos del

estudio: antes de ser suplementados, a las 3 semanas y al final del estudio.

Extraccién de macréfagos de peritoneo

A los ratones de 14 semanas de edad se les inyecto intraperitonealmente (ip) 1.5 ml de
medio tioglicolato modificado al 3%. Después de cuatro dias, mediante una inyeccion ip se
recolectaron las células producidas en la cavidad peritoneal y las células se recuperaron en
PBS libre de endotoxinas. Las células recolectadas fueron lavadas con solucion balanceada
de fosfatos (PBS) para centrifugacion. Las células se contaron y se sembraron en placas de
12 pozos, a una densidad de 1 X 10° células por pozo, en DMEM complementado con 10%
suero fetal bovino y antibidticos. Después de cinco horas de cultivo (para permitir la
adhesion de las células), se realizaron varios lavados con PBS para eliminar aquellas

células no adheridas. Posterior a esto, se agregdé medio de cultivo fresco. Las células fueron
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cultivadas en una incubadora bajo condiciones normales, y se utilizaron 24 hr despues para

determinar ON.

Extraccion de linfocitos de bazo

En condiciones asépticas, se extrajo el bazo de los ratones, colocandolo en un
contenedor con medio de cultivo (RPMI). El tejido se prenso con portaobjetos esmerilados
hasta disgregarlo. La suspension celular se coloco en un tubo y se centrifug6 a 1,300 rpm
por 10 min. Transcurrido el tiempo de centrifugacion se eliminé el sobrenadante y el boton
celular fue resuspendido en solucién de lisis, para la eliminacion de globulos rojos.
Posterior a esto, las células se centrifugaron de nuevo. Se elimino el sobrenadante y se lavé

con PBS. Finalmente, las células fueron resuspendidas para conteo celular.

Citometria de flujo

1 x 10° linfocitos fueron colocados en tubos para citémetro con 50 pL de solucién
blogueadora (suero fetal bovino). Posteriormente, fueron centrifugados y el botén celular
fué resuspendido en PBS y centrifugado nuevamente. EI botdn celular fue resuspendido en
solucion blogueadora e incubado con anticuerpos primarios conjugados con alguno de los
siguientes fluorocromos: Isotiocianato de fluoresceina (FITC) para CD3 (linfocitos T),
CD25 (células T reguladoras o de activacion) y CD69 (marcador de activacién temprana);
Ficoeritrina (PE) para CD4 (linfocitos T cooperadores); Aloficocianina (APC) para CD8
(linfocitos T citotdxicos). Después de la incubacién, los linfocitos fueron lavados con PBS,
se centrifugaron, se quité el sobrenadante y el botén celular fue resuspendido en PBS y
fijado con paraformaldehido. La lectura de las muestras se realiz6 en el Citometro de Flujo
BD FACSCalibur del Centro de Investigacion en Salud Animal (CIESA) de la Universidad
Auténoma del Estado de México. Los datos obtenidos fueron analizados en el programa

Flowing Software 2.5.0.

Determinacion de IFN-y por ELISA
Para esta técnica fueron empleados kits comerciales. Se sembraron 0.25 x 10° células
en placas de 96 pozos. 24 hrs después, los linfocitos fueron estimulados con 100 ng/mL de

PMA (phorbol 12-myristate-13-acetate) y 10 ng/mL de ionomicina, durante 24 hr.
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Transcurrido el tiempo de estimulacion, el sobrenadante fue transferido a una placa de
ELISA previamente recubierta con el anticuerpo de captura, la cual fue incubada por un
periodo de 2 hr a temperatura ambiente. Posteriormente, la placa fue lavada con PBS y se le
afiadié el anticuerpo de deteccidn. Para la deteccidn colorimétrica, se adicionaron 100 pL
de Avidina-HRP, incubandose por otros 30 min. Finalmente, 100 uL de solucién de
substrato fueron afiadidos e incubados por 15 min o hasta que se desarrollo el color. La
placa fue leida a 450 nm y las concentraciones de las citocinas por muestra fueron
analizadas utilizando una curva estandar, la cual fue incluida durante todo el proceso de
ELISA.

Produccion de éxido nitrico

Para medir la produccion de ON de los macrofagos de peritoneo se llevo a cabo una
reaccion de Griess, donde por desarrollo colorimétrico se determina la concentracién de
nitratos en el sobrenadante. Para esta técnica fueron sembradas 1 x 10° células en cajas de
12 pozos. Las células fueron estimuladas con 100 ng/mL de LPS por 24 hr. Transcurrido
este tiempo, el sobrenadante de cada muestra fue transferido a una placa de 96 pozos,
donde se mezclaron con 100 pL de mezcla de Griess, conteniendo 50 uL de reactivo Griess
A (80% acido fosférico, 1% sulfanilamida) y 50 pL de reactivo Griess B (0.1%
etilenamida). En la placa se incluyd una curva estandar con las siguientes cantidades totales
de nitritos (ug): 6.25, 12.5, 25, 50 y 100. Después de agregar a cada muestra la mezcla de

Griess, la placa fue leida a 450 nm.

Analisis estadistico
Se utiliz6 estadistica no paramétrica, para comparar entre dos grupos (U de Mann-
Whitney) y entre grupos (Kruskal-Wallis). Se consideré p<0.05 para establecer la
significancia de los datos.

Se utilizo los paquetes estadisticos SPSS version 20.0 y GraphPad Prisma 5.0.
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7.1.7. Resultados

Peso, concentraciones de glucosa, consumo de liquido y alimento

Se realizé el pesaje de los ratones una vez a la semana, a la misma hora, con el
objetivo de determinar si el consumo de los edulcorantes tenia efecto en el peso. El grupo
de machos que mostraron mayor peso fué el que consumié agua, pesando en promedio
24.38g; el grupo de hembras con mayor peso fue aquel que consumi6 G.E. con un
promedio de 21.03g. La cepa BALB/c por lo general no presenta cambios importantes en
peso, por lo que no se puede considerar que el edulcorante intervenga directamente en el
peso de los murinos (datos no mostrados).

Para evaluar el consumo de liquido y alimento se realizaron mediciones diarias. El
grupo que presentd mayor insumo de liquido fue el suplementado con sacarosa, bebiendo
en promedio 5.9 mL por ratéon (p<0.05 entre grupos) y el grupo que consumid menor
cantidad de liquido fue el tratado con G.E. Con respecto al consumo de alimento, el grupo
que consumié mas fué el de sucralosa, con un consumo promedio de 3.2 g por raton
(p<0.05 entre grupos), mientras que el grupo de sacarosa fué el que consumid menos
alimento, lo que sugiere que el grupo de sacarosa compensaba la ingesta energética al
disminuir el consumo de alimento.

En referencia a las concentraciones de glucosa sérica, se realizaron mediciones sin
encontrar diferencias significativas en el transcurso del estudio entre grupos, ya que en

promedio los grupos mantuvieron la glucosa entre 90 y 110 mg/dL (datos no mostrados).

Poblaciones celulares de linfocitos T

El objetivo de nuestra investigacion fue conocer si el consumo de algun edulcorante
tenia efecto en las poblaciones de células T, con el fin de identificar el tipo de respuesta
inmunolégica. Para esto se realiz6 un marcaje para linfocitos T (CD3"), asi como para
CD4", CD8" y los marcajes de CD4"/CD25", CD4"/CD69", CD8"/CD25" y CD8'/CD69",
con el proposito de contabilizar células cooperadoras, citotoxicas, asi como el estado de
activacion de las mismas. El grupo de sucralosa fué el que presentd en mayor niumero y
porcentaje los fenotipos CD3" (p<0.001 entre grupos), CD4" (p<0.05 entre grupos), CD8"

(p<0.001 entre grupos), como se observa en la Figura 1. Asimismo, el grupo de sucralosa
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mostré en mayor numero de células con el fenotipo CD4/CD25" (p<0.05 entre grupos),
CD4"/CD69" (p<0.05 entre grupos), CD8"/CD25" (p<0.05 entre grupos), como se muestra
en la Figura 2.

Produccion de IFN-y

Para evaluar la funcionalidad celular de los linfocitos, se midié la produccion de
IFN-y, citocina pro-inflamatoria que activa macrdéfagos. Para medir su produccién, los
linfocitos fueron estimulados durante 24 hr. El grupo que presentdé mayor cantidad de IFN-y
sin estimulo fue el de G.E. con p<0.05. El grupo que presentd concentraciones mayores de
IFN-y después de la estimulacion fué el grupo de sucralosa, pero sin ser estadisticamente
significativo, como se muestra en la Figura 3. Las concentraciones de IFN-y a pesar de ser
diferentes entre los distintos grupos, son bajas, y es posible que no tengan efectos directos

sobre la respuesta pro-inflamatoria.

Produccion de ON

Considerando que los macréfagos tienen una importante participacion en la
respuesta inflamatoria por la producciéon de moléculas como ON y otros mediadores de la
inflamacién, analizamos su produccidon para valorar si los edulcorantes podian afectar la
actividad oxidativa de estas cé€lulas. Se obtuvieron macrofagos de peritoneo y se evaluo la
produccion de ON en células no estimuladas y estimuladas con LPS. El grupo
suplementado con sucralosa fué el que presentd6 mayor produccion de ON, tanto en células
estimuladas por 24 hrs, como en c¢lulas no estimuladas, encontrando una diferencia
significativa (p<0.05) entre cada grupo (Figura 4). Esto sugiere que el consumo de la
sucralosa no solo afecta el comportamiento de los linfocitos T, sino de otros tipos celulares,

como son los macrofagos.
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7.1.8. Discusion y Conclusiones

En las ultimas décadas la incidencia de ECNT ha ido en aumento, siendo la dieta
uno de los principales factores para el desarrollo de las mismas. El exceso de nutrientes
lleva al organismo a sufrir cambios metabolicos para conservar la homeostasis de este, por
lo que una alimentacién mal distribuida y en exceso puede provocar glucotoxicidad,
lipotoxicidad o ambas, induciendo con ello enfermedades metabolicas.

La glucosa es la principal fuente de energia para el organismo, en especial para el
cerebro, su metabolismo contribuye a la regulacion de procesos biologicos. Un
desequilibrio entre el metabolismo de la glucosa y el sistema inmunoldgico puede ocasionar
procesos inflamatorios crénicos, desarrollando con ello un cambio en las funciones
celulares, predisponiendo asi al organismo a padecer enfermedades (24). Dietas ricas en
azlcares, grasas saturadas y trans, asi como bajas en antioxidantes, fibra y omega-3, han
demostrado promover la inflamacioén crénica de bajo grado (24-26). Como proteccion, el
organismo utiliza distintos mecanismos, como la redistribucion de nutrientes o energia. La
respuesta inmunologica depende del metabolismo de la glucosa, determinando con ello la
eficiencia para mantener al organismo en buen estado. Siendo la dieta la principal fuente de
nutrientes y con la multiple variedad de productos que existen en la actualidad, es
importante determinar su efecto en nuestra salud.

Existe una controversia sobre los efectos del consumo de edulcorantes de bajo
aporte energético sobre el peso corporal y las concentraciones de glucosa sérica. Nuestro
estudio muestra que al menos en un modelo murino (de ratones BALB/C), los edulcorantes
no afectan el peso o la glucosa sérica en comparacién con aquellos que consumen agua o
solucioén endulzada con sacarosa. Dado que las dietas empleadas en diversos estudios son
distintas, no se puede atribuir que el uso de edulcorantes sea determinante en la ingesta
energética y por tanto, que afecte el peso o las concentraciones de glucosa (8, 19, 23, 27-
29).

Siendo de nuestro interés conocer como afectaba el consumo de edulcorantes en
poblaciones linfocitarias, hemos encontrado que el nimero y la actividad de los linfocitos T
presentan una diferencia en aquel grupo que consumid sucralosa (edulcorante artificial),

suponiendo asi que aunque este edulcorante no contiene glucosa, la fuente de la misma se
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pudo adquirir del alimento, ya que como se menciond anteriormente, el consumo de
alimento fue mayor en aquel grupo que tomo la solucidén de sucralosa. En ratones obesos
inducidos por dieta se ha demostrado el papel del tejido adiposo en la respuesta inmune
adaptativa, encontrando un mayor nimero de células efectoras CD8", con una disminucion
de CD4" y de T reguladoras, antes de la infiltracién de macréfagos al tejido adiposo (30),
ademas de encontrar en menor cantidad linfocitos T reguladores en ratones obesos que en
normales, lo que también provoca una mayor producciéon de IFN-y por el tejido adiposo
(31). Estos estudios sugieren que al haber una disminucion de células T reguladoras, se
promueve el aumento de CD8" asi como de CD4" Th1, dando como resultado un perfil pro-
inflamatorio dirigido por la actividad de las distintas citocinas y en resultado una respuesta
inmunologica adversa (30, 32, 33). En nuestro estudié se encontré un mayor nimero de
linfocitos T CD4", mejorando con ello la respuesta inmunoldgica en caso de presentarse
una infeccion, a su vez se presentaron células T CD8" aumentadas; suponiendo asi que la
activacion de linfocitos cooperadores y la produccion de citocinas se refleja en el aumento
de esta subpoblacion. Los marcadores de activacion CD25" y CD69" también se
encontraron incrementados, principalmente en células CD4". Estos resultados suponen que,
fenotipicamente, el grupo que consumid sucralosa presenta una mejor respuesta
inmunolodgica, aunque es necesario evaluar el efecto que pueden ocasionar la activacion
celular. La funcionalidad de estos linfocitos fue evaluada por la produccion de IFN-y,
donde el grupo de sucralosa mostré nuevamente resultados significativos ain sin ser
estimulas las células, pero no en suficiente concentracion para afectar directamente la
respuesta inmunoldgica, implicando que el consumo de edulcorantes puede tener un efecto
en la respuesta inmunologica; sin embargo, es necesario seguir evaluando la funcionalidad
celular.

Como parte de las moléculas que regulan la respuesta inmunoldgica, el ON
representa un factor importante para la misma. Las interacciones celulares, asi como el tipo
y numero de c€lulas que participan en el sistema inmunoldgico, estan reguladas por las
concentraciones de ON. El ON puede modular el tono vascular, la neurotransmision, la
inflamacion crénica o aguda, asi como ser parte esencial para la defensa en la respuesta
inmune innata. Los macrdéfagos son la linea inicial de defensa del organismo, produciendo

ON en grandes cantidades como un importante microbicida. Las concentraciones de ON
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pueden auto regular la produccion del mismo, puede actuar sobre otras moléculas,
produciendo citotoxicidad o bien como protector. Ademads, su concentracion esta relaciona
con el tipo de respuesta Thl al estar en baja concentracion, o bien Th2 cuando hay un
cambio en la misma. Su concentracion puede afectar también la diferenciacion celular,
convirtiendo las células CD4"/CD25 en CD4'/CD25". Dado que la respuesta inmunolégica
depende de varios factores, este estudio observdo que los macrofagos de peritoneo
estimulados con LPS mostraron mayor concentracion de ON en el grupo de sucralosa,
considerando con ello un efecto oxidativo, dado que al principio puede ser benéfico en la
respuesta inmunoldgica, una constante estimulacion del mismo conlleva efectos adversos a
nivel celular (34, 35).

Probablemente, el tiempo de exposicion a los edulcorantes no fue el suficiente para
demostrar la forma en que los mismos pueden afectar la respuesta pro-inflamatoria, pero
nuestros datos sefialan que las diversas subpoblaciones de células T son afectadas por los
edulcorantes. Adicionalmente, algunas de las principales moléculas reguladoras de la
respuesta inmunoldgica, el IFN-y y el ON modifican su produccion al ser expuestas a
edulcorantes.

Este fue un estudio en un modelo murino, la relevancia del mismo se muestra en la
participacion del sistema inmunoldgico, en especial de las poblaciones leucocitarias y su
relacion con la alimentacion, ya que en la actualidad el consumo de edulcorantes ha ido en
aumento. Esta investigacion demuestra que el consumo de sucralosa puede incrementar la
respuesta inmunolégica pro-inflamatoria; pero aln es necesario realizar otros estudios para
conocer como se afecta. En conclusion, la alimentacion es uno de los factores mas
importante para el desarrollo de ECNT, la poblacién en general estd expuesta a varios

compuestos adquiridos de la dieta que pueden afectar la salud.
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¢ Qué se sabe sobre el tema?

Existe poca informacion sobre el consumo frecuente de edulcorantes y su efecto en el
sistema inmunoldgico. Una gran variedad de alimentos en nuestra dieta contienen algin
tipo de edulcorante, por ello la importancia de este proyecto. Los estudios que existen
sobre el tema fueron realizados en lineas celulares y utilizando edulcorantes de origen
natural, en los cuales, se encontr6 un efecto inmuno-modulador. Esta investigacion
evalla elementos que participan en la respuesta inmunologica, permitiéndonos asi,
elucidar el efecto de los edulcorantes mas comunes para el consumo humano en el
sistema inmunolégico.

¢ Qué afiade el estudio realizado a la literatura?

El consumo de edulcorantes se ha incrementado en los dltimos afios. Nuestro estudio en
un modelo murino, permite visualizar el efecto de los edulcorantes en poblaciones
leucocitarias participantes de la respuesta inmunoldgica pro-inflamatoria; siendo de
interés la evaluacion de factores que intervienen en el sistema inmunol6gico. Esta
investigacion otorga asi, nueva informacién para areas de ciencias biologicas y
nutricion.
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7.1.10. Figuras y Leyendas de Figuras
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Figura. 1. Subpoblaciones de Linfocitos T en el bazo de los ratones expuestos a
edulcorantes. NUmero de leucocitos de bazo marcados para: A) Linfocitos CD3", B)
Linfocitos T CD4" y C) Linfocitos T CD8". *p < 0.05 entre grupos.
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Figura 2. Subpoblaciones de linfocitos CD4'/CD25" y CD8'/CD25". Numero de
linfocitos T de bazo marcados para: A) CD4"/CD25" y B) CD8/CD25". *p < 0.05 entre
grupos y **p <0.05 entre el grupo de agua y sacarosa.
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Figura 3. Produccion de IFN-y por linfocitos T de bazo. Linfocitos T de bazo cultivados
y estimulados por 24 hr con 100 ng/mL de PMA y 10 ng/mL de lonomicina. Los
sobrenadantes del cultivo celular se utilizaron para la determinacién de IFN-y por la técnica
de ELISA. *p < 0.05 entre grupos, ** p < 0.05 entre el grupo de agua y sacarosa y *** p <
0.05 entre el grupo de agua y sucralosa.
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Figura 4. Produccion de ON por macréfagos de peritoneo. Macrofagos obtenidos del
peritoneo estimulados por 24 hr con 100 ng/mL de LPS. La concentracién de nitritos en
sobrenadante se midié por medio de la técnica de Greiss *p < 0.05 entre grupos, ** p <

0.05 entre el grupo de agua y sucralosa, *** p <0.05 entre el grupo de sacarosa y sucralosa
y **** 1 < (.05 entre el grupo de G.E. y sucralosa.
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8. Conclusiones Generales

8.1. Conclusiones

El consumo de edulcorantes de bajo aporte energético ha dado al mercado alimentario
una diversidad de productos para disposicion de la poblacion en general. La ingesta de
productos procesados, en especial aquellos que ofrecen una alternativa para mejorar la
salud, lleva al organismo a sufrir no sélo cambios en el peso de los individuos o en un buen
control de glucosa sérica. Los compuestos utilizados en estos alimentos pueden influir
metabolicamente en el organismo, por lo que una exposicion constante a los mismos debe
inducir mecanismos de adaptacion.

Es sabido que antes de permitir el consumo alimentario, los distintos componentes de
un producto son evaluados toxicoldégicamente para probar su letalidad, aunque no siempre
es facil evaluar el efecto de la exposicion cronica a los mismos. Los edulcorantes hoy en
dia representan un ingrediente importante en nuestra alimentacion, y nuestro estudio
demuestra que a pesar de ser compuestos avalados para consumo humano, pueden tener
repercusiones para el organismo a largo plazo. Los resultados obtenidos a partir del uso
frecuente de edulcorantes comerciales en un modelo murino y su respuesta inmunoldgica,
nos da pauta para seguir evaluando su funcionamiento en distintos niveles, asi como
también el efecto que pueden tener otros edulcorantes utilizados por la industria
alimentaria. Este estudio y sus datos nos ayudan a dilucidar el efecto de estos compuestos a

nivel celular.

8.2. Limitaciones

Existe muy poca informacion sobre el efecto de edulcorantes en el sistema inmune, asi
como también del efecto que un producto comercial de este tipo puede tener a nivel celular.
Dada la dificultad de conocer las vias que son afectadas por la variedad de componentes
gue existen en una dieta, esta investigacion colabora en la generacion de conocimiento pero
no es concluyente, ya que es necesario conocer la funcién de las células de las distintas

subpoblaciones que se mostraron incrementadas por el uso de edulcorantes.
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8.3. Recomendaciones

El periodo de exposicion a los distintos edulcorantes, asi como la edad de los ratones,
puede representar una diferencia en los resultados, ya que en la actualidad el consumo de
edulcorantes se inicia desde edades muy tempranas y perdura durante periodos prolongados
de la vida, por lo que se sugiere que en estudios posteriores se evallen otros rangos de

edad, asi como el tiempo de exposicion a estos compuestos.

60



9. Referencias Bibliogréaficas

1. Abbas Abul K. , Lichtman Andrew H., Shiv P. Inmunologia celular y molecular. 6a
ed2008.

2. Martin R. Immunity, Components of the Immune System and Immune Response.
Biologicals. 1997;25(2):165-8.

3. Bruce B. Innate immunity: an overview. Molecular Immunology. 2004;40(12):845-
59.

4. Sirisinha S. Insight into the mechanisms regulating immune homeostasis in health

and disease2011.
5. Turvey SE, Broide DH. Innate immunity. Journal of Allergy and Clinical
Immunology. 2010;125(2, Supplement 2):S24-S32.

6. Janeway CA, Jr., Medzhitov R. Introduction: the role of innate immunity in the
adaptive immune response. Semin Immunol. 1998;10(5):349-50. Epub 1998/11/04.

7. Akira S. Innate immunity and adjuvants. Philosophical Transactions of the Royal
Society B: Biological Sciences. 2011;366(1579):2748-55.

8. Janeway CA, Jr., Medzhitov R. Innate immune recognition. Annu Rev Immunol.
2002;20:197-216. Epub 2002/02/28.

9. Medzhitov R, Janeway Jr CA. Innate immune recognition and control of adaptive

immune responses. Seminars in Immunology. 1998;10(5):351-3.

10.  Medzhitov R, Janeway C, Jr. Innate immunity. N Engl J Med. 2000;343(5):338-44.
Epub 2000/08/03.

11. Hori T, Nakashima T, Take S, Kaizuka Y, Mori T, Katafuchi T. Immune cytokines
and regulation of body temperature, food intake and cellular immunity. Brain Research
Bulletin.27(3-4):309-13.

12.  Oberholzer A OC, Moldawer LL. Cytokine signaling--regulation of the immune
response in normal and critically ill states. Crit Care Med. 2000;28(4 Suppl):N3-12.

13. Medzhitov R, Janeway C, Jr. Innate immune recognition: mechanisms and
pathways. Immunol Rev. 2000;173:89-97. Epub 2000/03/17.

14.  Akira S. Pathogen recognition by innate immunity and its signaling. Proc Jpn Acad
Ser B Phys Biol Sci. 2009;85(4):143-56.

15.  Miguel A. Hernandez-Urzta AA-N. Interleucinas e inmunidad innata. Rev Biomed.
2001;12:272-80.

16. Iwasaki A, Medzhitov R. Regulation of adaptive immunity by the innate immune
system. Science. 2010;327(5963):291-5. Epub 2010/01/16.

17.  Schroder K, Hertzog PJ, Ravasi T, Hume DA. Interferon-y: an overview of signals,
mechanisms and functions. Journal of Leukocyte Biology. 2004;75(2):163-89.

18.  Tripathi P, Tripathi P, Kashyap L, Singh V. The role of nitric oxide in inflammatory
reactions. FEMS Immunology & Medical Microbiology. 2007;51(3):443-52.

19. Bogdan C. The Function of Nitric Oxide in the Immune System. In: Mayer B,
editor. Nitric Oxide: Springer Berlin Heidelberg; 2000. p. 443-92.

20.  Wu KK. Nitric Oxide: Synthesis and Action. eLS: John Wiley & Sons, Ltd; 2001.
21.  WHO. Preventing chronic diseases: WHO global report. Genova, Suiza: WHO,
2005.

22.  Rivera JA BS, Gonzalez-Cossio T, Olaiz G, Sepulveda J. Nutrition transition in
Mexico and in other Latin American countries. . Nutr Rev. 2004;62(7 Pt 2):5S149-S57.

61



23.  Avila-Burgos L C-HL, Gonzalez-Dominguez D, Aracena-Genao B, Montafiez-
Hernandez JC, Servan-Mori EE, Rivera-Pefia G. , editor. Cuentas en diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares y obesidad, México 2006. Ciudad de México/Cuernavaca:
Instituto Nacional de Salud Pdblica; 2009.

24. WHO. Global Health Observatory (GHO). [cited 2011]; Available from:
http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight_text/en/index.html.

25.  Gutiérrez JP R-DJ, Shamah-Levy T, Villalpando-Hernandez S, Franco A, Cuevas-
Nasu L, Romero-Martinez M, Hernandez-Avila M. Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
2012. Resultados Nacionales. Cuernavaca, México: Instituto Nacional de Salud Publica;
2012.

26.  Cordova-Villalobos JA B-MJ, Lara-Esqueda A, Barquera S, Rosas-Peralta M,
Hernandez-Avila M, De Le6n-May ME, Aguilar-Salinas CA. Las enfermedades cronicas
no transmisibles en Meéxico: sinopsis epidemioldgica y prevencion integral. Salud Publica
Mex 2008;50:419-27.

27.  Escobar MC PA, Peruga A, Silva N, Vives M, Robles S. Mitos sobre la prevencion
y el control de las enfermedades no transmisibles en América Latina. Salud Publica Mex
2000;42:56-64.

28.  Hotamisligil  GS. Inflammation and  metabolic  disorders.  Nature.
2006;444(7121):860-7.

29.  Lumeng CN, Saltiel AR. Inflammatory links between obesity and metabolic disease.
The Journal of Clinical Investigation. 2011;121(6):2111-7.

30.  Pradhan A. Obesity, Metabolic Syndrome, and Type 2 Diabetes: Inflammatory
Basis of Glucose Metabolic Disorders. Nutrition Reviews. 2007;65:5152-S6.

31.  Schuster DP. Obesity and the development of type 2 diabetes: the effects of fatty
tissue inflammation Diabetes, Metabolic Syndrome and Obesity: Targets and Therapy
2010;3 (1):253-62.

32. Calle MC, Fernandez ML. Inflammation and type 2 diabetes. Diabetes &amp;
Metabolism. 2012;38(3):183-91.

33.  Tsatsoulis A, Mantzaris MD, Bellou S, Andrikoula M. Insulin resistance: An
adaptive mechanism becomes maladaptive in the current environment — An evolutionary
perspective. Metabolism. 2013;62(5):622-33.

34.  Lamb RE, Goldstein BJ. Modulating an oxidative-inflammatory cascade: potential
new treatment strategy for improving glucose metabolism, insulin resistance, and vascular
function. International Journal of Clinical Practice. 2008;62(7):1087-95.

35.  Spranger J, Kroke A, Mohlig M, Hoffmann K, Bergmann MM, Ristow M, et al.
Inflammatory Cytokines and the Risk to Develop Type 2 Diabetes. Diabetes.
2003;52(3):812-7.

36. A. Badawi AK, P. Haddad Type 2 diabetes mellitus and inflammation: Prospects
for biomarkers of risk and nutritional intervention Diabetes, Metabolic Syndrome and
Obesity: Targets and Therapy 2010 3(1):173-86

37. Befroy DE, Petersen KF, Dufour S, Mason GF, de Graaf RA, Rothman DL, et al.
Impaired Mitochondrial Substrate Oxidation in Muscle of Insulin-Resistant Offspring of
Type 2 Diabetic Patients. Diabetes. 2007;56(5):1376-81.

38. King GL. The Role of Inflammatory Cytokines in Diabetes and Its Complications.
Journal of Periodontology. 2008;79(8s):1527-34.

39. Benton D. Can artificial sweeteners help control body weight and prevent obesity?
Nutrition Research Reviews. 2005;18(01):63-76.

62


http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight_text/en/index.html

40. Mattes RD, Popkin BM. Nonnutritive sweetener consumption in humans: effects on
appetite and food intake and their putative mechanisms. The American Journal of Clinical
Nutrition. 2009;89(1):1-14.

41.  Position of the American Dietetic Association: Use of Nutritive and Nonnutritive
Sweeteners. Journal of the American Dietetic Association. 2004;104(2):255-75.

42.  Sigman-Grant M, Morita J. Defining and interpreting intakes of sugars. The
American Journal of Clinical Nutrition. 2003;78(4):815S-26S.

43.  Mortensen A. Sweeteners permitted in the European Union: safety aspects2006.

44,  Norma General del Codex para los Aditivos Alimentarios (GSFA, Codex STAN
192-1995) [database on the Internet]. 2011. Available from:
http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/additives/results.html?techFunction=26&sear

chBy-=tf.
45.  Report from the Commission on Dietary Food Additive Intake in the European
Union [database on the Internet]. 2001. Available from:

http://ec.europa.eu/food/fs/sfp/addit_flavor/flavl5 en.pdf.

46.  Popkin BM, SJ N. The sweetening of the world's diet. Obes Res. 2003;11(13):25-
32.

47.  Popkin BM, Gordon-Larsen P. The nutrition transition: worldwide obesity dynamics
and their determinants. Int J Obes Relat Metab Disord. 2004;28(S3):S2-S9.

48.  Sylvetsky AC, Welsh JA, Brown RJ, Vos MB. Low-calorie sweetener consumption
is increasing in the United States. The American Journal of Clinical Nutrition.
2012;96(3):640-6.

49.  Grotz VL, Munro IC. An overview of the safety of sucralose. Regulatory
Toxicology and Pharmacology. 2009;55(1):1-5.

50.  Grotz VL HR, McGill JB, et al.. Lack of effect of sucralose on glucose homeostasis
in subjects with type 2 diabetes. J Am Diet Assoc. 2003;103:1607-12.

51.  Gougeon R SM, Lee K, Field CJ. Canadian Diabetes Association National Nutrition
Committee Technical Review: non-nutritive intense sweeteners in diabetes management.
Canadian J Diab. 2004;28:385-99.

52. Information SDBSPP. Sucralose: A Scientific and Safety Review. 2007.

53.  Jan M.C G. Stevioside. Phytochemistry. 2003;64(5):913-21.

54.  Gonzalez-Moralejo A. Aproximacion a la comprensién de un endulzante natural
alternativo, la Stevia Rebaudiana Bertoni: produccion, consumo y demanda potencial.
2011.

55.  Prakash I, DuBois GE, Clos JF, Wilkens KL, Fosdick LE. Development of rebiana,
a natural, non-caloric sweetener. Food and Chemical Toxicology. 2008;46(7,
Supplement):S75-S82.

56. Liu J, L. Jin-wei y T. Jian. Ultrasonically assisted extraction of total carbohydrates
from Stevia rebaudiana Bertoni and identification of extracts. Food Bioprod Process.
2010;88((2-3)): 215-21.

57.  Jeppesen PB GS, Poulsen CR, Hermansen K. Stevioside acts directly on pancreatic
beta cells to secrete insulin: actions independent of cyclic adenosine monophosphate and
adenosine triphosphate-sensitive K+-channel activity. Metabolism. 2000;49(2):208-14.

58. Kujur R S SV, Ram Mahendra, Yadava Harlokesh Narayan, Singh K K, Kumari
Suruchi, Roy B K Antidiabetic activity and phytochemical screening of crude extract of
Stevia rebaudiana in alloxan-induced diabetic rats. Phcog Res. 2010;2(4):258-63.

63


http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/additives/results.html?techFunction=26&searchBy=tf
http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/additives/results.html?techFunction=26&searchBy=tf
http://ec.europa.eu/food/fs/sfp/addit_flavor/flav15_en.pdf

59. Chan P, Tomlinson B, Chen Y-J, Liu J-C, Hsieh M-H, Cheng J-T. A double-blind
placebo-controlled study of the effectiveness and tolerability of oral stevioside in human
hypertension. British Journal of Clinical Pharmacology. 2000;50(3):215-20.

60.  Tadhani M., Patel V, Rema S. In vitro antioxidant activities of Stevia rebaudiana
leaves and callus. J Food Compos Anal. 2007;20:323-9.

61. Jarma AdJ, Combatt EM, Cleves JA. Aspectos nutricionales y metabolismo de
Stevia rebaudiana (Bertoni). . Agronomia Colombiana. 2010; XXV 111(2):199-208.

62.  Sehar I, Kaul A, Bani S, Pal HC, Saxena AK. Immune up regulatory response of a
non-caloric  natural  sweetener, stevioside. = Chemico-Biological Interactions.
2008;173(2):115-21.

63. Song F, Chen W, Jia W, Yao P, Nussler AK, Sun X, et al. A natural sweetener,
Momordica grosvenori, attenuates the imbalance of cellular immune functions in alloxan-
induced diabetic mice. Phytotherapy Research. 2006;20(7):552-60.

64. Song F, Qi X, Chen W, Jia W, Yao P, Nussler A, et al. Effect of
&It;i&gt;Momordica grosvenori&lt;/i&gt; on oxidative stress pathways in renal
mitochondria of normal and alloxan-induced diabetic mice. European Journal of Nutrition.
2007;46(2):61-9.

65. Qi X-Y, Chen W-J, Zhang L-Q, Xie B-J. Mogrosides extract from Siraitia
grosvenori scavenges free radicals in vitro and lowers oxidative stress, serum glucose, and
lipid levels in alloxan-induced diabetic mice. Nutrition research (New York, NY).
2008;28(4):278-84.

66. SAGARPA. PROGRAMA NACIONAL DE LA AGROINDUSTRIA DE LA
CANA DE AZUCAR 2007-2012. 2007:6.

67.  Levitsky DA YT. The more food young adults are served, the more they overeat. . J
Nutr. 2004;134:2546-9.

68.  Boonkaewwan C, Toskulkao C, Vongsakul M. Anti-Inflammatory and
Immunomodulatory Activities of Stevioside and Its Metabolite Steviol on THP-1 Cells.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2006;54(3):785-9.

69.  Serensen LB, Raben A, Stender S, Astrup A. Effect of sucrose on inflammatory
markers in overweight humans. The American Journal of Clinical Nutrition.
2005;82(2):421-7.

70.  Raben A, Vasilaras TH, Mgller AC, Astrup A. Sucrose compared with artificial
sweeteners: different effects on ad libitum food intake and body weight after 10 wk of
supplementation in overweight subjects. The American Journal of Clinical Nutrition.
2002;76(4):721-9.

64



