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Resumen

Los edulcorantes no caldricos proporcionan dulzor a los alimentos, aportando nula o muy
poca energia. Estudios recientes demuestran una asociacion entre el consumo de
edulcorantes no caldricos y alteraciones en vias de sefializacion implicadas en el sistema
hambre saciedad, principalmente en la via JAK/STAT a nivel hipotalamico. Esta via de
sefializacion es activada por leptina y estd estrechamente relacionada a la regulacion de la

ingestion de alimentos, gasto energético y conservacion del peso corporal.

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la suplementacion dietética con
sacarosa, sucralosa y glucosidos de esteviol en la expresion de las proteinas STATS/JAK2,
ERK 1/2, JNK y SHP-2 totales y fosforiladas, en el cerebro de ratones. Para este fin, se
emplearon 6 ratones hembras y 6 machos BALB/c de 8 semanas de edad, suplementados
con los edulcorantes correspondientes, durante 6 semanas. Posteriormente, se utilizaron
extractos totales de proteina del cerebro para analizar la expresion de las proteinas
mencionadas por medio de western blot. Asi mismo, se analiz6 la concentracion sérica de

las hormonas leptina y a-MSH por el método de ELISA.

Los resultados mostraron que el consumo de edulcorantes no caldricos produce cambios en
las cascadas de senalizacion en el cerebro, ya que se observé una reduccion en la expresion
de las proteinas STATS, pSTATS, pERK 1/2, SHP-2, INK y pJNK, en el cerebro de los
ratones machos suplementados con glucésidos de esteviol. Asi mismo, los ratones machos
suplementados con sucralosa presentaron una disminucién de la expresion de pSTATS,
mientras que en las hembras del mismo grupo se indujo un incremento en la expresion de

las proteinas pSTATS, pERK y SHP-2.

Estos resultados sugieren que el consumo frecuente de edulcorantes no caldricos, induce
cambios en las vias de sefalizacion relacionadas con el sistema hambre-saciedad en el

cerebro de ratones de ambos sexos.



Abstract

Non-caloric sweeteners provide food with the sweet taste of sugar, providing little or no
energy. Recent studies demonstrated an association between the consumption of non-
nutritive sweeteners and alterations in the signaling pathways involved in the hunger-satiety
system, mainly in the JAK/STAT pathway at the hypothalamic level. These signaling
pathways are activated by leptin and are strongly related to the regulation of food intake,

energy expenditure and body weight conservation.

The objective of this study was to determine the effects of dietary supplementation with
sucrose, sucralose and steviol glycosides in the expression of total and phosphorylated
STATS/JAK2, ERK 1/2, JNK and SHP-2 proteins in the brain of mice, 8-week-old male
and female BALB/c mice were used, which were supplemented with the corresponding
sweeteners for 6 weeks, with a total of 6 mice per group, per sex. Subsequently, total brain
protein extracts were used to analyze the expression of the aforementioned proteins by

western blot. Serum concentrations of leptin and a-MSH were analyzed by the ELISA.

Our results showed that consumption of non-caloric commercial sweeteners produce
changes in brain signaling pathways, since there was a reduction in the expression of
STATS5, pSTATS, pERK 1/2, SHP-2, JNK and pJNK in the brains of male mice
supplemented with steviol glycosides. Similarly, male mice supplemented with sucralose
presented a decrease in the expression of pSTATS, while in females from the same group

there was an increase in the expression of pSTATS5, pERK and SHP-2.

These results suggest that frequent consumption of non-caloric sweeteners induces changes
in signaling pathways related to the hunger-satiety system in the brain of mice from both

SEXCES.



1. Antecedentes

1.1. Edulcorantes

Los edulcorantes son aditivos alimentarios capaces de afadir un sabor dulce a alimentos y
bebidas. Habitualmente se clasifican como nutritivos y no nutritivos, de acuerdo a la
cantidad de energia que aportan. Algunos de ellos son extractos naturales, como azlcares
(glucosa, fructosa, lactosa, sacarosa), glucdsidos de esteviol y edulcorantes naturales
caléricos (miel, jarabes de palma, arce o coco). Otros son edulcorantes artificiales, como
azucares modificados, alcoholes del aztcar, aspartame, sucralosa y acesulfame K (Tabla 1).
El empleo de estas sustancias, afiadidas a comidas y bebidas, puede tener impacto a nivel

metabolico en el consumo de energia y el peso corporal .

Tabla 1. Clasificacion de edulcorantes. (Modificado de V).

Azlcares Sacarosa, dextrosa, fructosa, lactosa,

maltosa, galactosa.

Naturales caléricos Miel, jarabe de arce, aztcar de palma o
Nutritivo de coco.
Azucares modificados Jarabe de maiz de alta fructosa,

caramelo, azucar invertido.

Alcoholes del azucar Sorbitol, xilitol, manitol, eritritol,
malnitol.
Naturales no caldricos Glucosidos de esteviol, taumatina,
No nutritivo pentadina.
Edulcorantes artificiales Aspartame, sucralosa, sacarina,

acesulfame K, neotame y adantame.

1.1.1 Sacarosa
Los azlcares son un tipo de hidratos de carbono (azucares y almidones), la principal fuente
de combustible del cuerpo. La sacarosa se puede encontrar como aziicar de mesa o
naturalmente en frutas y verduras. El aziucar de mesa y otros azlicares estrechamente
relacionados son hidratos de carbono simples, compuestos de moléculas cortas de carbono,

hidrégeno y oxigeno, que aportan 4 kcal/g. Los azlcares son monosacéridos (fructosa,



galactosa o glucosa) o disacéridos (sacarosa, lactosa o maltosa). La sacarosa tiene un indice

glucémico moderado-alto V.

1.1.2 Sucralosa
La sucralosa es un compuesto organoclorado polar con féormula quimica 1,6-dicloro-1,6-
didesoxi-B-D-fructo-furonosil-4-cloro-4-desoxi-a-D-galactopiranosido. La potencia de
dulzura de este producto quimico es aproximadamente 600 veces mayor que la sacarosa y
contribuye con poca o nada de energia a los productos en los que se incorpora. La
aprobacion de sucralosa para consumo humano se bas6 en estudios farmacocinéticos que
sugirieron que la mayoria de la sucralosa ingerida por via oral (65-95%) no se absorbia en
el tracto gastrointestinal, sino que se excretaba sin cambios. Estudios adicionales
concluyeron que la porcion de sucralosa ingerida absorbida por el tracto gastrointestinal era
excretada sin cambios en la orina como un conjugado glucuronido, sin decloracion o

metabolismo degradativo @

Se ha demostrado que, en ratas, la sucralosa se metaboliza en compuestos que son menos
polares y mas lipofilicos que el compuesto original, reteniéndose por mas tiempo. Ademas,
la sucralosa se retiene en el tejido adiposo dos semanas después del cese de la ingestion del
edulcorante. Estos hallazgos contradicen las afirmaciones presentadas previamente a las
agencias reguladoras de que la sucralosa es un compuesto estable que no se metaboliza in
vivo @.
1.1.3 Glucosidos de esteviol

Los glucosidos de esteviol son responsables del dulzor de la planta Stevia rebaudiana, son
identificados como esteviosido, esteviolbidsido, rebaudidsido A, B, C, D, E, F y dulcosido.
Estos compuestos se encuentran en las hojas de la planta, alcanzando hasta 15% de su
composicion . Los glucésidos de esteviol son de 200 a 300 veces mas dulces que la
sacarosa. Las estimaciones de la exposicion dietética a los ingredientes derivados de la
estevia se encuentran dentro de la IDA (ingesta diaria admisible) del JECFA (comité mixto

FAO/OMS de expertos en aditivo alimentarios) de 4 mg/kg/dia .



Los glucésidos de esteviol producen una concentracion plasmatica méxima de 0.2 nM de
esteviol, el cual es absorbido completamente en el intestino grueso y excretado por los
sistemas renal y biliar. Después de la ingestion oral de glucosidos, el esteviol es el principal
metabolito que se encuentra en la circulacion sanguinea. Sustituir azlcares con
edulcorantes no nutritivos, como los glucosidos de esteviol, puede provocar una

disminucion de 380 Kcal/dia, equivalentes a 1 libra de peso corporal en 9-10 dias ©.

1.2.  Sistema hambre-saciedad
El comportamiento de alimentacién es un proceso complejo. Incorpora necesidades
homeostaticas, placer hedonico y procesos cognitivos superiores. Los animales comen para
satisfacer sus necesidades homeostaticas de energia y seleccionan alimentos para satisfacer
sus necesidades de nutrimentos que no pueden ser biosintetizados. En el sistema nervioso
central (SNC), los sistemas homeostéaticos y hedonicos procesan la informacion transmitida
desde la periferia, que tiene como objetivo satisfacer las necesidades corporales y detectar
la naturaleza de los alimentos (ya sean alimentos ingeridos o alimentos para ingerir) y
utilizan esta informacidon para controlar la alimentacion. Los animales determinan sus
comportamientos de alimentacion basandose en la integracion de sefiales externas (como el
olfato y el gusto), sefales internas, que reflejan el estado metabolico interno y las

necesidades homeostaticas (como nutrimentos y hormonas), la motivacion y la experiencia
6,7

Una vez que los alimentos ingresan en el tracto gastrointestinal, los efectos post-ingestion
estan mediados por factores nutricionales y humorales que responden a los nutrimentos
digeridos. La informacion nutricional post-ingestiva se transmite desde el intestino al

cerebro a través de dos vias: la neural y la humoral ©.

La via neural estd mediada por los aferentes vagales que inervan el tracto gastrointestinal y

la vena porta hepatica & *

. Los aferentes vagales son estimulados por nutrimentos,
hormonas y el estiramiento mecanico de los intestinos inducido por la comida.
Posteriormente, la transmision neural vagal activa el nticleo del tracto solitario (NTS) en el
tronco cerebral, cuya activacion es relevante para la saciedad. El NTS se transmite a otros

nucleos del SNC, que son importantes para la regulaciéon de la alimentacién, como el



nlcleo parabrachial (PBN), el nucleo paraventricular (PVN) y el nucleo arqueado (ARC)
(10)

del hipotadlamo
La via humoral estd mediada por nutrimentos y hormonas. Los componentes basicos de los
macronutrimentos, como la glucosa, los aminoécidos y los acidos grasos, pueden servir
directamente como sefiales nutrimentales para el cerebro !". Los nutrimentos también
afectan la liberacion de varias hormonas que son importantes para la regulacion de la
alimentacion, como la leptina, la insulina y la ghrelina '?.

En el hipotdlamo, son sintetizados dos neuropéptidos cuyo efecto central resulta ser la
regulacion del apetito. El neuropéptido Y (NPY) tiene potencial orexigenico, es sintetizado,
en el nucleo arqueado. Su accidn es en el nucleo paraventricular, donde estimulard y
potenciara la ingestion de alimentos y con ello, la ganancia de peso ‘. La hormona
estimulante de los melanocitos alfa (aMSH), es un péptido derivado de la pro-hormona
propiomelanocortina (POMC) (39" Las neuronas POMC, en el hipotdlamo, son
importantes en la regulacion del metabolismo energético. La actividad de estas neuronas
aumenta en condiciones de alimentacion, mientras que durante el ayuno, estas neuronas son
silenciadas. Las neuronas POMC estan reguladas por varias sefiales circulantes, como las
concentraciones de leptina e insulina. La activacién de las neuronas POMC por la leptina
desencadena la produccion y liberacion de MSH-a desde las terminales axénicas de POMC,
que a su vez activan los receptores de melanocortina 3 y 4 (MC3R y MC4R), que conducen
a una supresion en la ingestion de alimentos y un aumento en el gasto energético '?.

1.3. Edulcorantes y el sistema hambre-saciedad

El consumo de edulcorantes no caldricos es una practica cada vez mas comun en la
poblacion general, como un medio para disminuir la ingestion de energia de la dieta; sin
embargo, la evidencia ha puesto a prueba el supuesto de que los edulcorantes no caléricos
favorecen la pérdida de peso y ayudan en el control del apetito en las personas que
necesitan reducir el consumo de azucar. En la actualidad, no existe evidencia suficiente del
efecto que puede tener el consumo de estos compuestos y la repercusion en la salud del

consumidor, ademas de su relacion con el sistema hambre-saciedad .



Diversos estudios realizados en humanos y en modelos murinos suplementados con
edulcorantes muestran resultados opuestos. Estudios en humanos han reportado que la
suplementacion con aspartame aumenta el consumo energético Y. En otro estudio de
ratones suplementados con sacarosa, sucralosa y glucosidos de esteviol, no se encontraron
diferencias en los niveles de saciedad y consumo energético, mientras que en ratones se ha
descrito que la suplementacion con sacarina incrementa el apetito y una ganancia de peso a
expensas del tejido adiposo . Asi mismo, se reporté que la suplementacién con sacarina y
aspartame favorece el aumento de peso, sin estar relacionado con el consumo de alimento
19 " Se ha reportado un aumento de peso, triacilglicéridos séricos y la fraccion de
hemoglobina glicosilada Alc en ratas suplementadas con sucralosa, en comparacion con

| (7. 18)

aquellas suplementadas con mie . El consumo de fructosa se relaciona con el

desarrollo de obesidad, dislipidemias, hipertension arterial, hiperinsulinemia, esteatosis
hepética no alcohélica y resistencia a la insulina 2.

Por otra parte, un estudio realizado con ratas suplementados con sucralosa demostrd
cambios significativos en la actividad de neuronas positivas para c-Fos en el hipotdlamo y

el hipocampo .

Ademads, un estudio realizado recientemente por este grupo de
investigacion en ratones BALB/c, demostré que la ingestion cronica de edulcorantes
comerciales provoca cambios en la via de sefializacion JAK2/STAT3 (cinasas Janus/
transductor de sefial y activador de proteinas de transcripcion) en el cerebro, la cual esta
relacionada con el control del apetito y el balance energético. La ingestion de sacarosa
indujo un aumento en el peso y la adiposidad, a expensas de un consumo menor de energia
en hembras y un incremento en la expresion de pSTAT3 en machos. Los ratones machos
suplementados con sucralosa tuvieron un incremento de peso y disminucion en el consumo
de energia, en comparacion con el grupo control. Finalmente, la suplementaciéon con
glucosidos de esteviol redujo el consumo energético y el peso en animales de ambos sexos,

asi como un incremento en la expresion de JAK2 y pSTAT3 @9

1.4. Leptina
Es una proteina producida en el tejido adiposo. Una vez que es secretada a la circulacion, la
leptina viaja al cerebro, donde actia uniéndose y activando el receptor de leptina (ObR),

que se expresa principalmente en subconjuntos especializados de neuronas hipotaldmicas y

10



del tallo cerebral. Las funciones en las que estd implicada la leptina son: regulacion del
balance energético, reproduccion, hematopoyesis, angiogénesis, ontogénesis e inflamacion.
La respuesta de la leptina al balance energético esta regulada por la via de sefalizacion

JAK2/STATS3 a nivel hipotalamico, la cual se explicara con detalle mas adelante **,

Existen diversos tipos de receptores de leptina en el organismo, los cuales han sido
identificados en cerebro, corazén, higado, intestino, ovarios, pancreas rifiones y testiculos.
Las isoformas del receptor tienen un dominio extracelular idéntico, localizado en el
extremo amino terminal, donde la leptina reconoce el sitio de unioén. Sin embargo, difieren
en su porcion carboxiloterminal. Las isoformas a-f poseen dominios transmembranales;
unicamente ObRb contiene un segmento intracelular necesario para la activacion de cinasas

(JAK-2) ®.

En el SNC, a nivel hipotaldmico, el nucleo arqueado presenta una expresion mayor de
ODbRDb, el cual es el receptor largo para leptina y es el principal sitio de accion de la leptina.
El nucleo arqueado comprende dos poblaciones de neuronas blanco de la leptina: la primera
forma parte de la via orexigénica y esta constituida por neuronas NPY y AGRP (proteina r-
AGouti). La segunda poblacion de neuronas forman parte de la via anorexigénica, esta
formada por neuronas POMC y su sub-producto MSH-a, que libera CART (transcrito

regulado por cocaina y anfetamina) ).

1.5.  Via de sefnalizacion JAK/STAT

La via de sefializacion JAK/STAT es una cascada pleiotropica usada para transducir sefiales
para el desarrollo y homeostasis en diversos organismos. Es el principal mecanismo de
sefializacion para un amplio nimero de factores de crecimiento. La activacion de JAK
estimula la diferenciacion, la proliferacion celular, la migracion celular y la apoptosis.
Estos procesos son criticos para la hematopoyesis, desarrollo celular y adipogénesis “®.

La via JAK/STAT es estimulada por la interacciéon de ligandos con sus receptores,
causando la activacion del receptor y transfosforilacion de moléculas JAK asociadas a
receptores. Esta conduce a la fosforilacién de residuos de tirosina en los receptores y la

. ., , ~ 1 .y 27,28,29 “1:
fosforilacion de las moléculas de sefializacion “downstream” STATs ?”2%2) La familia de

las JAK esta formada por JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2, se han descrito 7 clases de STAT:

11



STATI1-5, 5A, 5B y STAT6. STAT3 y STATS tienen papeles importantes en la regulacion
del apetito y balance energético ®”. En la figura 1 se muestra la representacion de la via de

sefializacion JAK/STAT.
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Figura 1. Via de sefalizacion JAK/STAT. La via de sefializacion es estimulada por la
interaccion de ligandos (citocinas, hormonas u otros factores) con sus receptores, causando
la activacion del receptor y fosforilacion de moléculas JAK asociadas a receptores. Esta
conduce a la fosforilacion de residuos de tirosina en los receptores y la fosforilacion de las

moléculas de sefializacion STAT (Modificado de 7).

La leptina participa en el sistema hambre-saciedad mediante la via de sefalizacion
JAK/STAT en el hipotadlamo. Una vez que la leptina se une con el receptor ObRbD, se
produce la autofosforilacion de JAK2, misma que a su vez se encarga de fosforilar los
residuos Tyr985, Tyr1077, Tyr1138, los cuales estan asociados a la porcion intracelular del
receptor ObRb. STAT3 se une al residuo Tyrl1138 para ser fosforilado y formar

homodimeros, los cuales se traslocaran al ntcleo, donde fungen como factores de

12



transcripcion. Estos factores son SOCS3 (Supresor de sefial de citocinas 3) y POMC, que a

su vez es el precursor de MSH-a, y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) ®" (Figura

).

SOCS3 se encarga de modular la sefializacion de citocinas mediante un sistema de
retroalimentacion negativa. Para que se lleve a cabo la expresion SOCS3 es necesaria la
fosforilacion del residuo Tyr1138, su accién es dependiente del tiempo en el cual se
mantienen fosforiladas las proteinas STAT3, esto indica que es necesaria la activacion de
las STAT3 para su transcripcion. SOCS3 se encarga de inhibir la sefializacion leptina-
STATS3, por lo cual, STAT3 modula su propia inhibicion al inducir la expresion de SOCS3,

que se une al residuo Tyr985 2.

La sefializacion de STATS se activa por diversos factores en el cuerpo, entre ellos la leptina
©3:39 1 a sefializacion de STATS en el cerebro se requiere para la regulacién normal del
balance de energia. Ademas, STATS5 ha sido sugerido como mediador en los efectos
anoréxicos del factor estimulante de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), el cual también

puede regular la ingestion de alimentos .

1.6. Vias de sefalizacion MAPK (proteinas cinasas activadas por mitégenos)
Las vias de sefializacion de MAP cinasas transducen sefiales extracelulares que regulan
respuestas implicadas en la proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Se han
identificado tres grupos de MAP cinasas: las cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK), las p38 MAP cinasas y las cinasas c-Jun NH2-terminales (JNK). En general, ERK
se activa mediante mitdgenos y sefiales de diferenciacion, mientras que p38 y JNK se

activan mediante estimulos de estrés ¢ 3739,

Las vias de las MAP cinasas comparten una estructura comun, formada por tres proteinas
cinasas de accion secuencial, incluida una MAP cinasa-cinasa (MAP2K o MKK) y una
MKK cinasa (MAP3K o MKKK). El mecanismo canénico de la activaciéon de la MAP
cinasa esta causado por la MAP2K, mediada por la fosforilacion de un residuo tirosina
ubicado en el bucle T de la MAP cinasa ©”. La secuencia de este residuo bucle es una

caracteristica particular de las MAP cinasas: Thr-Glu-Tyr (ERK); Thr-Gly-Tyr (p38); y

13



Thr-Pro-Tyr (JNK). Cada MAP2K, a su vez, se activa mediante la fosforilaciéon de los
residuos serina (Ser) o treonina (Thr) en el bucle T de MAP2K por uno o mas miembros de
la familia de proteinas MAP3K. La especificidad del sustrato de MAP2K y MAP3K, las
interacciones de acoplamiento y las proteinas de andamios, definen las diferentes vias de

MAPK %49,

Las MAP cinasas activadas transforman el estimulo externo en las respuestas fisiologicas
correctas mediante la fosforilacion de sustratos posteriores, incluidos los factores de
transcripcion, las proteinas del citoesqueleto, las proteinas involucradas en la traduccion del
ARNm y otras proteinas cinasas que contribuyen a la especificidad, la diversidad y la

amplificacion de estas cinasas .

1.7.  Via de sefalizacion de ERK 1/2 (quinasa regulada por sefales
extracelulares)

ERK desempena un papel importante en la regulacion de la ingestion de alimentos y del

equilibrio energético mediado por la leptina, y su actividad se limita principalmente a las

neuronas POMC en el nucleo arqueado del hipotalamo “*?

. La interrupcion de la
senalizacion de ERK a través de la ablacion especifica de SH2-fosfatasa-2 (SHP-2), podria
resultar en un fenotipo obeso y diabético e inducir la resistencia a la insulina, asociada con
una mayor ingestion de alimentos, lo que indica que ERK est4 directamente involucrado en
efectos anoréxicos y metabolicos. El bloqueo farmacoldgico de ERK en el hipotalamo

reduce los efectos anoréxicos y reductores de peso de esta hormona, sin inhibir las vias

STAT3 y PI3K .

La fosforilaciéon de ObRb en Tyr985 recluta y activa la fosforilacion SHP-2, facilitando la
activacion de MAPK/ERK “**). SHP-2 se une a Tyr985, lleva a cabo la fosforilacion por
JAK2 y se asocia con la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento (Grb2) %47,
Grb2 estd involucrada en la activacion de ERK1/2 a través de SOS1. La ruta de ERK
también puede activarse mediante la unién directa de JAK2 y SHP-2, lo que sugiere que

SHP-2 es necesaria para la activacion de ERK mediada por leptina “® (Figura 2).
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Esta evidencia sugiere que la via de sefalizacion ERK estd involucrada en la regulacion del
apetito y el metabolismo mediado por la leptina en el cerebro, asi como otras funciones,
como la reproduccion. Sin embargo, es posible que los efectos sobre el metabolismo y la
ingestion de alimentos estén mediados por SHP-2, que compite con SOCS3 por la unién

con Tyr985 “*® (Figura 2).

Figura 2. Via de seializaciéon ERK 1/2. Una vez que la leptina se une al receptor ObRb,
promueve la activacion de JAK2 y se produce la fosforilacion de los residuos de tirosina,
los cuales sirven como sitios de acoplamiento. De esta manera, se activan la via de

sefializacién de ERK. (Modificado de ©%).

1.8. Via de sefializacion de JNK (quinasas Janus)
JNK es una de las tres vias bien caracterizadas de sefalizacion por MAPK. Transduce
senales extracelulares para controlar procesos como la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracién y la apoptosis ©¥. Cada una de estas vias MAPK se activa a
través de una cascada de reacciones de fosforilacion. En el caso de JNK, los miembros de la
familia MAP3K fosforilan y activan las enzimas MAP2K (MKK4 y MKK?7) que, a su vez,

fosforilan y activan JNK. La activacion rapida de la via se ve facilitada por proteinas de
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andamio, como la proteina 1 (JIP1), que interactia con JNK (Figura 3). Por otro lado, la
inactivacion de la via de JNK se produce por la desfosforilacion realizada por un grupo de

fosfatasas 4.

Durante su activacion, JNK puede fosforilar residuos de serina y treonina en sustratos de
proteinas especificas. JNK deriva su nombre de su capacidad para fosforilar los residuos de
serina en las posiciones 63 y 73 en el dominio amino-terminal del proto-oncogén c-Jun.
Hay tres genes en la familia JNK (Jukl/ Mapk8, Jnk2/Mapk9, y Jnk3/Mapkl0). Las
isoformas JNK1 y JNK2 se expresan en la mayoria de las células del cuerpo, incluido el
rifion, mientras que la expresion de JNK3 se limita al cerebro, el corazon y los testiculos.
La eliminacion de los genes Jnkl y Jnk2 causa letalidad fetal, mientras que la eliminacion
de Jnkl o Jnk2 da como resultado ratones viables y sanos. El empalme alternativo del
ARNmMm de estos tres genes da lugar a al menos 10 isoformas de enzimas JNK diferentes,

que varian entre 46 y 55 KDa. La via JNK se activa en respuesta a diversos estimulos %,

Recientemente, se ha demostrado que la inhibicion de JNK mejora las respuestas
anorexigénicas dependientes de la leptina, a través de la activacion de STAT3. La
inhibicion farmacologica de JNK conduce a un aumento de la fosforilacion de STAT3 y la
regulacion a la baja de SOCS3 en ratones. La fosforilacion de STAT3 a través de este
mecanismo promueve la pérdida de peso en ratones delgados y evita la obesidad en ratones
alimentados con una dieta alta en grasas. La exploracion adicional del mecanismo
molecular de la regulaciéon de STAT3 dependiente de JNK indic6d que, ademas de aumentar

la fosforilacion de STATS3, la inhibicion de JNK también promueve la fosforilacion de Akt
(51,52,53)
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Citocinasas

inflamatorias Hormonas
Pat6genos y

Extracelulares Neurotransmisores

Figura 3. Via de sefalizacion JNK. La via de sefalizacion JNK se pueden activar por una
amplia variedad de estimulos extracelulares e intracelulares. Estos fosforilan una variedad
de sustratos citopldsmicos y nucleares y se involucran en los circuitos de retroalimentacion

directa (fosforilacién de MAP3K) e indirecta (MKP1 y MKP5). [Modificado de ©?.]
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2. Planteamiento del problema

Los edulcorantes son sustancias que proveen dulzor a los alimentos y bebidas. Se pueden
clasificar como extractos naturales (azlcares, glicidos de esteviol, taumatina), edulcorantes
naturales caloricos (miel, jarabes de palma, arce o coco), edulcorantes artificiales (azlicares
modificados, alcoholes del azucar) y edulcorantes no caldricos (aspartame, sucralosa,
glucosidos de esteviol y acesulfame K). Los edulcorantes no caldricos son aditivos
alimentarios capaces de mimetizar el efecto dulce del azlicar; no aportan energia y no

afectan las concentraciones de insulina y glucosa sérica.

Para el afio 2003, el azucar representaba 93.3% del total de consumo de edulcorantes en
Meéxico; sin embargo, su consumo ha disminuido 2.7% en promedio anual desde 2011. En
cambio, el consumo de edulcorantes no caléricos ha aumentado a una tasa anual promedio
de 10.7% y actualmente ocupan el 5.5% del consumo total de edulcorantes en el pais. El
impacto a nivel metabdlico y fisioldgico que tiene el empleo de estas sustancias afiadidas a

los alimentos y bebidas es que pueden afectar al consumo de energia y el peso corporal.

Por otra parte, la leptina es una proteina producida en el tejido adiposo con numerosas
funciones, incluidas la regulacion del balance energético, la reproduccion, la
hematopoyesis, la angiogénesis, la ontogénesis y la inflamacion, entre otras. La respuesta
de la leptina al balance energético esta regulada principalmente por la via JAK2/STAT3 a
nivel hipotaldmico. Esta via de sefializacion es una cascada pleiotropica usada para traducir
seflales para el desarrollo y homeostasis en humanos. Es el principal mecanismo de

sefializacion para una gama amplia de citocinas y factores de crecimiento.

La activacion de JAK/STAT estimula la proliferacion, diferenciacion, migracion y muerte
celular. Estos procesos son criticos para la hematopoyesis, el desarrollo, la adipogénesis y
la regulacion del sistema hambre-saciedad. Estudios realizados por este grupo de
investigacion han demostrado que los edulcorantes caldricos y no caloricos inducen
cambios en la sefalizacion de la ruta JAK2/STAT3; no obstante, no se han estudiado los
efectos de estos compuestos sobre otras rutas de sefalizacion que estan altamente

implicadas en la regulacion del hambre y la saciedad. Por ejemplo, ERK 1/2 esta
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involucrada en esta regulacion y desempefia un papel importante en la regulacion de la
ingestion de alimentos y la regulacion del equilibrio energético mediada por la leptina; su
actividad se limita principalmente a las neuronas POMC en el nucleo arqueado del
hipotalamo. Por otro lado, JNK participa en las respuestas anorexigénicas dependientes de

la leptina a través de la activacion de STATS3.

Considerando que la principal ruta de sefializacion involucrada en la regulacion del hambre
y la saciedad (JAK2/STATS3), se ve modificada por el uso de edulcorantes no caldricos,
resulta de gran interés, conocer si las vias de sefializacién implicadas en el control del
metabolismo energético, tales como JAK2/STATS, ERK 1/2 y JNK, se ven modificadas
por el uso de estos aditivos alimenticios. Hasta el momento, no hay estudios que
demuestren el efecto del consumo de edulcorantes en estas vias de sefializacion en el SNC
y su relacion con el sistema hambre-saciedad, por lo que surge la siguiente pregunta de

investigacion.
Pregunta de investigacion
. Qué efectos tiene el consumo de sacarosa, sucralosa o glucdsidos de esteviol en las
cascadas de sefalizacion JAK2/STATS, ERK 1/2 y JNK, implicadas en la regulacion

del hambre-saciedad, asi como en las concentraciones hormonales de leptina y a-

MSH?
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3. Hipaotesis

Hal. El consumo de sacarosa, glucésidos de esteviol y sucralosa disminuye la expresion de

JAK2, STATS, ERK 1/2, SHP-2 y JNK en el SNC de ratones BALB/c.

Hol. El consumo de sacarosa, glucosidos de esteviol y sucralosa no disminuye la expresion

de JAK2, STAT5 o ERK 1/2 o SHP-2 o0 JNK en el SNC de ratones BALB/c.

Ha2. El consumo de sacarosa, sucralosa o glucosidos de esteviol estd relacionado a un

aumento en las concentraciones séricas de leptina y a-MSH de ratones BALB/c.

Ho2. El consumo de sacarosa, sucralosa o glucosidos de esteviol no aumenta las

concentraciones séricas de leptina y a-MSH de ratones BALB/c.
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4. Objetivos

General
Evaluar el efecto de la ingestion de sacarosa, sucralosa y glucosidos de esteviol, sobre la
expresion de proteinas relacionadas con cascadas de senalizacion implicadas en el sistema

hambre saciedad y sobre las concentraciones de leptina y a-MSH de ratones BALB/c.

Especificos

e Comparar y analizar la expresion de las proteinas totales y fosforiladas JAK2,
STATS, ERK 1/2 y JNK en tejido del SNC de ratones que hayan consumido
sucralosa, glucdsidos de esteviol o sacarosa por 6 semanas, con respecto a los

niveles de expresion mostrados por el grupo control, sin consumo de edulcorantes.

* Comparar y analizar la expresion de SHP-2 en tejido del SNC de ratones que hayan
consumido sucralosa, glucésidos de esteviol o sacarosa por 6 semanas, con respecto
a los niveles de expresion mostrados por el grupo control, sin consumo de

edulcorantes.
¢ Determinar las concentraciones séricas de leptina y MSH-a en los ratones

suplementados con edulcorantes por seis semanas con respecto a los niveles de

expresion mostrados por el grupo control, sin consumo de edulcorantes.
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5. Justificacion
El aumento en el consumo de edulcorantes no caldricos, como sustitutos de aztcar en la
dieta, ha incrementado en los ultimos afios, aunado al incremento en la prevalencia de
enfermedades metabolicas tales como obesidad, diabetes mellitus tipo Il y sindrome
metabolico, las cuales estan relacionadas a muchos factores, entre los que se encuentran los
genéticos, el exceso de consumo de alimentos energéticamente densos, el sedentarismo y
los factores ambientales. El empleo de edulcorantes no caldricos afiadidos a comidas y
bebidas puede tener impacto a nivel metabdlico, afectando tanto el consumo de energia

como el peso corporal.

Debido a esto, es necesario conocer los efectos que el consumo de edulcorantes comerciales
puede tener sobre el comportamiento alimentario en organismos vivos, ya que
investigaciones recientes indican que estos compuestos pueden afectar el apetito y el
metabolismo energético in vivo. Adicionalmente, estudios previos han demostrado que el
consumo frecuente de edulcorantes puede afectar la activacion de cascadas de sefializacion
implicadas en la regulacion de estos procesos fisiologicos en modelos animales, por lo que
es de interés el estudiar los efectos del consumo frecuente de edulcorantes sobre las
cascadas de senalizacion JAK/STAT, ERK y JNK, implicadas en el sistema hambre
saciedad, A pesar de que se ha identificado la via de sefializacion leptina-JAK2/STAT3
como mecanismo principal para el balance energético, hasta ahora no se tiene suficiente

conocimiento sobre los efectos que estos puedan alterar la salud del consumidor.

Esta investigacion tiene como fin evaluar el efecto modulador de los edulcorantes
comerciales sacarosa, sucralosa y glucésidos de esteviol en las vias de sefalizacion
JAK2/STATS, INK y ERK 1/2, en el SNC, las cuales estan estrechamente relacionadas a la
regulacion del sistema hambre-saciedad mediado por la leptina. Es de especial interés
evaluar los cambios a nivel de otras vias de sefnalizacion y como afectan la regulacion de
las respuestas orexigénicas y anorexigénicas en el sistema hambre-saciedad. El
conocimiento generado a partir de esta investigacion sera de gran utilidad para poder emitir
recomendaciones mejor sustentadas sobre el uso de estos compuestos que son altamente

utilizados por la poblacion en general.
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6. Materiales y métodos

6.1. Diseio de estudio
Tipo de estudio

Experimental, comparativo y prospectivo.
6.2. Tamaiio de muestra
24 ratones BALB/c machos y 24 ratones BALB/c hembras, de 14 semanas de edad,

distribuidos en 4 grupos experimentales (Tabla 2).

Tabla 2: Distribucion de la muestra

Grupo control 6 ratones/sexo

Grupo glucosidos de esteviol 6 ratones/sexo
Grupo sucralosa 6 ratones/sexo
Grupo sacarosa 6 ratones/sexo

6.3. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion: Ratones machos y hembras BALB/c de 8 semanas de edad, entre

18 y 22 g de peso.

Criterios de exclusion: Ratones que se encontraron por debajo del peso estipulado.

Criterios de eliminacion: Ratones que murieron o presentaron alguna enfermedad.

6.4 Procedimientos

6.4.1. Crianza de ratones BALB/c y suplementacion con edulcorantes
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Se criaron ratones BALB/c en el Bioterio de la Facultad de Medicina, UAEMex, en
condiciones de temperatura controlada de 22°C +/- 2 °C, en ciclo de luz-oscuridad de 12:12
horas. Se siguieron las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999:
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio”. Los ratones tuvieron acceso libre a agua y alimento. Se formaron los grupos
experimentales a las 8 semanas de edad de los ratones, a los cuales se les suplemento el
edulcorante correspondiente en su agua durante 6 semanas. Se formaron 4 grupos de
estudio, por sexo. Para el grupo control no se emplearon edulcorantes. Para el grupo
sacarosa se utilizaron 10 g/100 mL de sacarosa en agua purificada. Para los grupos de
sucralosa y glucosidos de esteviol, se emplearon las presentaciones comerciales de 1g/100
mL de cada edulcorante en agua purificada, las cuales contienen 0.012 g de sucralosa y
0.025 g de glucosidos de esteviol, respectivamente. Se evaluaron diariamente y a la misma
hora la cantidad de agua y alimento ingeridos por los ratones de cada grupo. El proyecto
fue aprobado por el comité de ética en investigacion de la Facultad de Medicina de la

UAEMex (Anexo I).

6.4.2. Sacrificio de ratones y obtencion de muestras de tejido cerebral y sangre

periférica
Transcurrido el periodo de suplementacion, los ratones se anestesiaron via intraperitoneal
con 50 puL. de pentobarbital sédico (6.3 g/100 mL) por cada 25 g de peso del raton.
Posteriormente, se extrajo sangre periférica mediante puncion cardiaca. Las muestras de
sangre se incubaron durante 35 minutos a 37° C. El codgulo sanguineo se fragmentd
mecéanicamente. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 900 G durante 25 minutos
para la obtencion de suero. Asimismo, se extrajo el cerebro a todos los ratones. Una vez
obtenidos el cerebro y el suero separado, se congelaron a -80°C para su conservacion y uso

posterior.
6.4.3. Extraccion de proteinas totales del SNC

La extraccion de proteinas totales del SNC se llevo a cabo utilizando 500 pL de buffer de

lisis (25 mM de Tris-HCI, pH 7.4,150 mM de NaCl, 1| mM de EDTA, 1 % de NP-40y 5 %
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de glicerol). Se homogeniz6 la muestra con la parte esmerilada de dos portaobjetos de
vidrio. Una vez homogenizado el tejido, se agrego6 buffer de lisis. La muestra se incubo en
hielo durante 45 min, agitando en vortex cada 15 min. Una vez transcurridos los 45 min, se

centrifugo6 a 13,000 rpm durante 25 min. Al final, se recuper6 el sobrenadante.

Se empled el método de Bradford para la cuantificacion de las proteinas. Para la curva
estandar, se utilizd albumina bovina (BSA) (2 mg/mL) en concentraciones: 0.1, 0.2, 0.4,
0.6, 0.8, 1.0, 1.2 mg/mL. Se prepar6 el reactivo de Bradford con agua destilada a una
dilucion de 1:4, segun las especificaciones del producto; se prepard lo correspondiente a
200 pL/pozo. En una placa de 96 pozos, se agregaron 5 pL. de los estandares de albumina
por duplicado, dejando los dos primeros pozos como blanco. Se agreg6 1 pL. de muestra
por duplicado y se usé el buffer de lisis como blanco de buffer de lisis. Finalmente, se
agregaron 200 pL de mezcla de Bradford. La absorbancia fue leida a 590 nm en un

espectrofotometro.

Una vez obtenidos los resultados de concentracion de proteina de cada muestra de tejido, se
ajusto la concentracion de proteinas a 4 pg/ul. Se agregd buffer de carga (Anexo 1) para
completar un volumen de 100 pL. Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 95°C y se

incubaran posteriormente 5 minutos en hielo.

6.4.4. Analisis de expresion de proteinas por western blot

El primer paso del método consiste en la preparacion de gel de poliacrilamida (Anexo II).
En el segundo paso se utiliza la electroforesis en gel para separar las proteinas de la
muestra. Una vez que se ensambla la cdmara de electroforesis, se llena con buffer de
corrida. Los geles se cargaron en el siguiente orden: en el primer pozo, 5-6 pL del marcador
de peso molecular; en los siguientes pozos, se cargaron 60 pg de proteina por muestra
(previamente desnaturalizadas y centrifugadas).

Se dejo a voltaje constante de 100 V, hasta que el frente de corrida llegd al fondo del gel.
Posteriormente, las proteinas separadas se transfirieron del gel a la superficie de una
membrana de transferencia de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Se hidrat6 la membrana

en metanol absoluto durante 30 segundos y posteriormente se enjuagd con buffer de
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transferencia (25 mM Tris, 192 nM glicina, 20% metanol) por 1 o 2 minutos. En la cdmara
de transferencia (llena con el buffer de transferencia), se colocd una esponja, 2 papeles
filtro, el gel de poliacrilamida, la membrana de PVDF, 2 papeles filtro mas y finalmente,

otra esponja. Se dejo transferir a 60 mA (constante) durante toda la noche a 4°C.

Completada la transferencia, la membrana se enjuag6 con buffer de lavado adicionado con
Tween-20 (TBS-Tween) 0.1%. Las membranas se bloquearon con leche al 5% (baja en
grasa) disuelta en TBS-Tween (5 g de leche por cada 100 mL de TBS-T), por una hora o
toda la noche a 4° C, en agitacion suave. Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo
primario especifico contra las proteinas de nuestro interés pSTATS (CSB-PA877372,
Cusabio Technology Llc), STATS (660202, Biolegend), pJAK2 (bs-,Bioss Antibodies),
JAK2 (bs-2485R, Bioss Antibodies), pJNK (bs-2592R, Bioss Antibodies), INK (bs-4163R,
Bioss Antibodies), pERK 1/2 (675502, Biolegend), ERK 1/2 (686902, Biolegend), SHP-2
(bs-,Bioss Antibodies), en dilucién 1:1,000, 1 h a temperatura ambiente o 4° C, en agitacion
suave, toda la noche. Se realizaron 3 lavados durante 5 minutos cada uno con TBS-Tween.
Finalmente, las uniones de anticuerpos-proteinas se detectaron usando un anticuerpo
secundario anti-rabbit I[gG antibody (1:1,000) (31460, Thermo Scientific). Se realizaron 3
lavados durante 5 minutos cada uno con TBS-Tween. Por Gltimo, la membrana se reveld
colocandola en una solucion de revelado (150 pL de 3,3-Diaminobencidina (DAB) al 0.5%

en PBS 1X y 30 uL de H,0O,). Se colocd en agitacion suave.

El control de carga se realizd con el anticuerpo para f-actina a una dilucion 1:1,000, en
agitacion suave, toda la noche a 4°C. Se realizaron 3 lavados durante 5 minutos cada uno
con TBS-Tween. Finalmente, las uniones de anticuerpos-proteinas se detectaron usando un
anticuerpo secundario anti-mouse IgG antibody (1:1,000) (Thermo Scientific). Se
realizaron 3 lavados durante 5 minutos cada uno con TBS-Tween. Por tltimo, la membrana
se reveld colocandola en solucion de revelado (150 puL de 3,3-Diaminobencidina (DAB) al

0.5% en PBS 1X y 30 pL de H,0y).

6.4.5. Anadlisis de proteinas séricas por ELISASe emplearon reactivos

comerciales para la cuantificacion de las hormonas leptina y o-MSH en muestras de
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suero. Las placas de microtitulacion con 96 pocillos fueron recubiertas con
anticuerpos anti-leptina o anti-a-MSH. Se agregaron 100 pL de suero sanguineo de
ratobn a los pozos y se incubaron durante 120 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 100 puL de anticuerpo biotinilado anti-leptina ¢ anti-a-
MSH y se dejo incubar 1 hr a temperatura ambiente. Posterior a esto, cada pocillo se
lavo 3 veces con 300 pL buffer de lavado (ANEXO II). Después, se agregaron 100
pL estreptavidina-peroxidasa de rabano (HRP) en cada pocillo. La placa se incubd
30 minutos a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados mas con 300 pL de
buffer de lavado. Se produjo una reaccioén enzimatica mediante la adicion de 100 puL
de tetrametilbenzidina (TMB), en cada pocillo; se incubé6 10-15 minutos a
temperatura ambiente en agitacion constante. El sustrato TMB es catalizado por
HRP lo que genera un producto de color azul que cambia a amarillo después de
adicionar 50 pL solucion 4cida de paro (HCl 0.3M) en cada pozo. Finalmente, la
densidad de la coloracion amarilla se midié por absorbancia a 450 nm en un
espectrofotometro, dentro de los 20 minutos posteriores a la adicion de la solucion
de paro, la cual es cuantitativamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
biotinilado en el pozo Las concentraciones de las hormonas se determinaron

utilizando la curva estdndar que se incluye en cada kit comercial.

6.5. Variables de estudio.

Independientes: Consumo de los edulcorantes.

Dependientes: Expresion de las proteinas JAK2, STATS, ERK 1/2, JNK, SHP-2, Leptina y

27



Variable Definicion Definicion Tipo de Escala Analisis
Conceptual operativa variable estadistico

JAK2 Proteina JAK2 total y Cuantitativa | Unidades Kruskal-
implicados en la | fosforilada en el Continua arbitrarias Wallis.
via de SNC.
sefializacion
JAK/STAT.

STATS | Proteina STATS total y Cuantitativa | Unidades Kruskal-
implicados en la | fosforilada en el Continua arbitrarias Wallis.
via de SNC.
sefializacion
JAK/STAT.

ERK 1/2 | Proteina ERK 1/2 total y Cuantitativa | Unidades Kruskal-
implicada en la | fosforilada en el Continua arbitrarias Wallis.
via de SNC.
sefializacion
ERK.

SHP-2 Proteina SHP-2 en el SNC. | Cuantitativa | Unidades Kruska-Wallis.
implicada en la Continua arbitrarias
via de
sefializacion
ERK.

JNK Proteina JNK total y Cuantitativa | Unidades Kruskal-
implicada en la | forsforilada en el Continua arbitrarias Wallis.
via de SNC.
sefializacion
JNK.

Leptina | Hormona Concentraciones Cuantitativa | ng/mL Kruskal-
encargada de la | séricas de Leptina, | continua Wallis.
regulacion del mediante ELISA
sistema hambre-
saciedad.

a-MHS | Hormona Concentraciones Cuantitativa | ng/mL Kruskal-
estimulante de séricas de o-MHS, | continua Wallis.
melanocitos mediante ELISA.
alfa, inhibe el 28

apetito




6.7. Analisis estadistico.
Se utilizaron pruebas de Kruskal-Wallis para datos con distribucién no normal. Para
evaluar diferencias entre grupos, se utiliz6 la prueba post-hoc Dunn-Bonferroni para datos
con distribucion no normal. Se emplearon estas pruebas para evaluar las diferencias entre
los grupos de estudio, con ayuda de los programas IBM SPSS Statistics 22 y Prisma
Graphpad 7.0. Los datos se presentan como mediana y rango intercuartil (Qs-Q;). Valores

de p<0.001 y p<0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos
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Anexo II: soluciones y buffers para el western blot

Formula Acrilamida/BIS 30%, 2.67%:
146 g de Acrilamida

4 g de N'N metilene-bis acrilamida

Formula de geles de poliacrilamida

Preparacion del gel de corrimiento:

4.8 mL de agua destilada

2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8

100 pL de SDS 10%

3.3 mL de Acrilamida/bis 30%, 2.67%
100 pL de APS 10%

25 uL de TEMED

Preparacion de gel de apilamiento 4%:

6.1 ml de agua destilada

2.5 de Tris 0.5 M pH 6.8

100 pL de SDS 10%

1.33 mL de Acrilamida/bis 30%, 2.67
100 uLAPS 10%

25 uL de TEMED

Buffer de corrida 5X:
15 g de Tris base

72 g de glicina
Disolver en 700 mL de agua destilada y completar a 1 L, filtrar con gasa. Almacenar a

temperatura ambiente.

Buffer de corrida 1X;
200 mL de buffer de corrida 5X
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10 mL de SDSD 10%
790 mL de agua destilada

Buffer de transferencia:

200 mL de Buffer de corrida 5X
200 mL de Metanol

600 mL de Agua destilada

TBS 10X:
80 g NaCl
24.2 g de Tris base

Disolver en 800 mL de agua destilada, ajustar pH a 7.6 con HCl y ajustar a un volumen

final de 1L

TBS 1X-tween20

100 mL de TBS 10X

1 mL de Tween20 (0.001%)
899 mL de agua destilada

Tris 1.5 M pH 8.8:

18 g de tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar el pH a 8.8 con HCl y

completar a 100 mL con agua.

Tris 0.5 M pH 6.8:

6 g de Tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar el pH a 6.8 con HCIl y
completar a 100mL con agua.

SDS 10%:

10 g de SDS, disolver en 70 mL de agua, evitando hacer espuma, completar a 100 mL con
agua destilada.

APS 10%:

1 g de persulfato de amonio en 10 mL de agua destilada. Guardar a 4°C.
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Anexo I'V: resumen de articulo cientifico

Abstract:

Non-nutritive sweeteners (NNSs) are commonly used to prevent weight gain and
development of metabolic diseases associated with consumption of high-energy diets.
Although considered safe for human health, recent studies have demonstrated that these
compounds may have unwanted detrimental effects under specific circumstances in vivo. In
particular, an association between NNS consumption and changes in signaling pathways
involved in the hunger-satiety system in the brain has been reported. Nonetheless, the
extent of possible alterations in brain signaling pathways associated with frequent
consumption of these compounds has not been determined. The objective of this study was
to determine the effect of frequent consumption of NNSs on the expression of proteins
involved in signaling pathways related to appetite control in the brain in vivo. 8 week-old
BALB/c mice were supplemented with sucrose, sucralose or steviol glycosides in their
daily drinking water for 6 weeks. Subsequently, total brain protein extracts were used to
analyze the expression of total and phosphorylated JAK2, STATS, ERK1/2, INK, as well
as SHP-2 and POMC, by western blot. Serum concentration of leptin and a-MSH were
quantified by ELISA. The results showed that consumption of NNSs promotes significant
changes in these signaling pathways, reducing the expression of STATS, pSTATS, pERK
1/2, SHP-2, JNK and pJNK in male mice supplemented with steviol glycosides. Similarly,
male mice supplemented with sucralose showed decreased expression of pSTATS.
Furthermore, consumption of steviol glycosides induced a decrease in serum concentration
of a-MSH in male mice. In contrast, steviol glycosides induced increased expression of
pSTATS, pERK and SHP-2 in females. These data suggest that chronic consumption of
NNSs promotes changes in signaling pathways related to the central hunger-satiety system

1n vivo.

* Articulo aceptado para su piblicacion en Journal of Molecular Neurosciences. Octubre

2020
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