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RESUMEN

La obesidad es un problema de salud publica asociado con alto consumo de
alimentos de alto contenido energético, que predispone a comorbilidades cronico-
degenerativas. Una estrategia para su prevencion con respuesta favorable del
consumidor ha sido la introduccién de edulcorantes no nutritivos a la dieta. La falta
de evidencia sobre las interacciones moleculares entre edulcorantes y mucosas
después del consumo cronico, ha generado hipdtesis que afirman la relacidon de la
sucralosa con la elevada prevalencia de enfermedad inflamatoria intestinal en
paises desarrollados.

Objetivos: Establecer un perfil de interacciones moleculares posterior al consumo
cronico de edulcorantes no nutritivos en ratones BALB/c, y determinar sus efectos
a nivel molecular sobre el epitelio intestinal y tejido periodontal.

Material y Métodos: Estudio experimental prospectivo con ratones BALB/c, que
evaluo inmunoexpresion de proteinas totales y fosforiladas de ERK, JNK, p38 e
IkBa en mucosa duodenal de ratones de 8 semanas de edad expuestos a
consumo crénico de edulcorantes no nutritivos. Se extrajeron maxilares superiores
de cada raton para evaluar cambios histopatologicos relacionados con el consumo
cronico de edulcorantes.

Resultados: El analisis densitométrico de bandas de Western Blot en ratones
machos y hembras, mostré incremento de la expresién de proteinas totales y
fosforiladas de ERK, JNK, p38 en ratones suplementados con sucralosa y
glucosido de esteviol, en comparacion con los grupos control. El analisis
estadistico semicuantitativo de unidades arbitrarias densitométricas no mostro
diferencias significativas. El estudio histopatologico mostr6 aumento de la
celularidad, aumento de vascularidad y agrupamiento celular en la periferia del
organo dentario en los grupos expuestos a sucralosa y glucosido de esteviol.

Conclusiones: El presente estudio evidenciéo que el consumo cronico de estas
sustancias genera posibles cambios pro-inflamatorios a nivel intestinal, basados
en la tendencia a la alta en la expresion de ERK, JNK, p38 e IkBa totales y
fosforiladas y cambios celulares a nivel periodontal.



1.- INTRODUCCION

La obesidad representa un problema de salud a nivel mundial, cuya prevalencia e
incidencia continua en aumento. Hoy en dia, México ocupa el segundo lugar de
prevalencia mundial de obesidad, después de Estados Unidos de América. Estas
cifras representan un problema de salud publica prioritario que exige la puesta en
marcha de una politica nacional que reconozca el origen multifactorial del
problema (Secretaria de Salud y Asistencia, 2013). Muchos factores se
encuentran asociados dentro de su complejidad, pero no existe duda de que uno
de los factores fundamentales en su patogenia se encuentra representado por la
ingesta de alimentos con alto contenido energético. Reconocida como uno de los
factores con mayor contribucion al desarrollo de enfermedades cronicas
degenerativas no transmisibles, el manejo de la obesidad repercute enormemente
sobre los gastos destinados a la salud en los paises desarrollados. Es por ello que
se requiere la planeacion de nuevas estrategias preventivas y terapias con
mayores beneficios y menores costos economicos, que permitan una reduccion
efectiva y segura del peso corporal. Es evidente que las soluciones mas viables
deben ser encontradas, y los enfoques dietéticos seran fundamentales. Dentro de
estos enfoques dietéticos, uno de ellos es el uso de edulcorantes no caldricos que
fungen como sustitutos de azucar, y le permiten a los consumidores disfrutar de
sus alimentos sin los efectos adversos de su consumo. Sin embargo, la ingesta
cronica de edulcorantes es un tema de preocupacién en la comunidad médica,
debido a la falta de conocimiento sobre las interacciones celulares y moleculares
que se generan asociada a su ingesta, y su posible relacién con el desarrollo de
estados inflamatorios crénicos que puedan predisponer al individuo al desarrollo
de enfermedades cronicas no transmisibles. Por otro lado, la ingesta de
edulcorantes es una herramienta actual utilizada por servidores de la salud
bucodental para la prevencion de la caries dental, aunque desde el punto de vista
periodontal, no se han observado los efectos que estos puedan tener sobre las
estructuras de soporte periodontal. Por ello vamos a describir a detalle la
definicion de edulcorantes, los diferentes tipos disponibles, sus caracteristicas, y la
evidencia disponible sobre su posible participacion en estados moérbidos a nivel
intestinal y periodontal. De igual forma, analizaremos a detalle las vias de
sefalizacion de las MAP cinasas y el factor de transcripcion NF-xB, que se
abordara mas adelante en el disefio experimental y que se cree que pueden estar
implicadas en las interacciones de los edulcorantes con las células del organismo,
activando procesos bioldgicos fundamentales para la salud y la enfermedad.



2. ANTECEDENTES
2.1.- Edulcorantes
2.1.1.- Generalidades y Clasificacion

Como resultado de los efectos negativos sobre la salud relacionadas con el
consumo de azucar, se ha incrementado el consumo de edulcorantes no nutritivos
como una alternativa preventiva y terapéutica ante el aumento de peso
relacionado con las dietas hipercal6ricas. El consumo de comidas que contienen
edulcorantes no nutritivos ha incrementado en personas de todas las edades,
estimando que un 28% de la poblacién general los consume (Shankar et al.,
2013).

Actualmente, estan disponibles una gran cantidad de edulcorantes, que se
clasifican en: edulcorantes de alta-intensidad, bajos en calorias, de alta potencia y
no nutritivos (Shankar et al., 2013). Se sabe que estas sustancias son 30 a 13,000
veces mas dulces que el azucar de mesa (sacarosa) (Tabla 1). Esta capacidad le
permite a los fabricantes la adicion de pequenas cantidades de estos a productos
de consumo cotidiano y que son distribuidos como productos “libres de azucar” o
“sin calorias” (Shankar et al., 2013). El principio fundamental del incremento en el
consumo de edulcorantes es que los individuos con sobrepeso u obesidad pueden
disfrutar diferentes comidas y bebidas sin el riesgo de ingerir calorias adicionales.

Desde su descubrimiento a principios del siglo XIX y su introduccion al mercado
en los afos 50 y 60, ha surgido un gran debate respecto a sus beneficios y efectos
adversos sobre la salud (Shankar et al., 2013). La primera evidencia que refiere
efectos de los edulcorantes sobre la salud, fue observada por la FDA (Food and
drug administration) en 1970 después de la prohibicion de un sustituto de azucar
de uso muy difundido llamado ciclamato, el cual demostré tener efectos
carcinogénicos después de varios estudios en modelos animales (Weihrauch,
2004). Independientemente de los avances tecnoldgicos, la informacién cientifica
sobre la seguridad de los edulcorantes y las cantidades establecidas como
inofensivas para el consumo humano es escasa (Shankar et al., 2013). La
Academia de Dieta y Nutricion de EUA recomienda los edulcorantes no nutritivos
para mejorar la palatabilidad de los alimentos, como apoyo a los consumidores en
el aumento del consumo de ciertos alimentos que deben incluir en sus rutinas
dietéticas (Shankar et al., 2013). Para determinar mejor los efectos de los
edulcorantes no nutritivos en la homeostasis de la glucosa, un estudio reciente
investigo los efectos a corto plazo de la sucralosa en la homeostasis de la glucosa
y el estado de hambre, comparada con agua, sucrosa y sucrosa combinada con
sucralosa en preparacion liquida. La cantidad de sucralosa usada en el estudio fue
aproximada a la que se utiliza en refrescos comerciales convencionales. Se
concluyd que la sucralosa puede ser un edulcorante inerte en lo que se refiere a
evocacion de sefiales de hambre y homeostasis de la glucosa en plazos cortos
(Shankar et al., 2013). Los edulcorantes no nutritivos s6lo ayudaran a la pérdida
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de peso si no hay ingesta compensatoria de azucares y también es de
preocupacion su posible efecto en promover el apetito.

Nombre quimico

Dulzura
comparada con
sacarosa al 5%

Tipo de
edulcorante

Sacarosa

Edulcorante
prototipo

Acesulfame-K 140x
(C4H4KNO,4S) Edulcorante de
alta intensidad
Aspartamo 200x Edulcorante no
(C14H18N20s5) caldrico
Neotame 11,000x Edulcorante
(C20H30N205) artificial
Rebaudidsido A 250x Edulcorante no
(Stevia) calorico
(C44H70023)
Sacarina 450x Edulcorante no
(C7H5NO3S) caldrico
Sucralosa 600x Edulcorante muy
(C12H1gC|30g) intenso

Tabla 1. Tipos de edulcorantes no nutritivos y dulzura comparada con sacarosa. Modificado de
Brown RJ, Rother KI. Non-Nutritive Sweeteners and their Role in the Gastrointestinal Tract. The
Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism. 2012 Aug;97(8):2597-605.

El manejo de la obesidad es multifactorial y no existe suficiente evidencia para
identificar al uso de edulcorantes no nutritivos como una estrategia en el control de
peso. Otros factores genéticos y asociados con el estilo de vida, pueden confundir
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las influencias que promueven el aumento de peso corporal. De todos los
alimentos ricos en calorias, pudiera ser que el consumo de alimentos y bebidas
endulzadas pueden tener el mayor efecto adverso sobre la expresion de patrones
genéticos relacionados con la obesidad.

2.1.2.- Sacarosa

La sacarosa, también llamada azucar comun o azucar de mesa, es un disacarido
formado por alfa- glucopiranos y beta- fructofuranosa. Cuando se digiere la
sacarosa o cuando se la coloca en un medio acido tiene un 50% de glucosa y un
50% de fructosa. El azucar de mesa es el edulcorante mas utilizado para endulzar
los alimentos y suele ser sacarosa. En la naturaleza se encuentra en un 20 % del
peso en la cafia de azucar y en un 15 % del peso de la remolacha azucarera, de la
que se obtiene el azucar de mesa. La miel también es un fluido que contiene gran
cantidad de sacarosa parcialmente hidrolizada (Macdonald, 2016). Como se ha
puntualizado previamente, existe un incremento en el interés sobre la posible
asociacion del alto consumo de azucares refinadas con efectos nocivos sobre el
metabolismo que incrementen el riesgo de enfermedad cardiovascular, obesidad,
resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo Il. A pesar de que la atencién se ha
enfocado en la sacarosa y la fructosa, se ha observado en ensayos aleatorizados
que cualquier impacto sobre la salud parece ser un efecto relacionado con
azucares en general, mas que especificamente un efecto relacionado
directamente con la fructosa. Se ha sabido desde al menos 80 afios que una baja
ingesta de carbohidratos con alto consumo de grasas se asocia con una pobre
tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Actualmente la mayor
preocupacion se enfoca en las azucares de la dieta, y como el exceso en su
consumo como una proporcién del total de carbohidratos, puede llevar a la
resistencia a la insulina e incrementar el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo
ll. Desde hace muchos afos se ha tenido la preocupacion de los riesgos sobre la
salud que representa la sacarosa y su componente, la fructosa. Uno de los
mayores criticos de la sacarosa en la dieta fue John Yudkin, quien en su libro
“Pure, white and deadly”, resumio la informacion cientifica disponible en los afios
sesenta y principios de los setenta y promovid su opinidon expresada en el titulo del
libro de que la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades
cronicas fueron aportadas por un alto consumo de sacarosa (Macdonald, 2016).
En tiempos recientes, la principal preocupacién del consumo de fructosa es que su
metabolismo promueve la sintesis hepatica de lipidos y debido a que es
metabolizada independientemente de la accion de la insulina en el higado y
cualquier localizaciéon, puede permitir la excesiva formacion y deposicion de grasa,
resistencia a la insulina y otros componentes del sindrome metabdlico
(Macdonald, 2016).

2.1.3.- Sucralosa

Es un disacarido sintético que se forma por el reemplazo de tres grupos hidroxilo
por atomos de cloro. EI compuesto resultante es 600 veces mas dulce que la
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sacarosa. Fue descubierto en 1976, y en 1998 se le concedio la aprobacion de la
FDA para su uso como sustituto de azucar en 15 categorias de alimentos y
bebidas. Se distribuye con el hombre comercial de Splenda ®, tiene un perfil de
sabor muy similar al azucar, y no provoca sabor desagradable después de su
ingesta, que es un rasgo que se encuentra en muchos otros edulcorantes no
nutritivos.

Splenda ® es una combinacién de sucralosa y maltodextrosa (1% y 99% de peso
seco respectivamente). Estudios con sucralosa radiomarcada han confirmado que
aproximadamente el 85% de la sucralosa es eliminada sin modificacion por las
heces. El 15% restante, después del consumo por via oral, es absorbido. La
mayor parte se excreta en la orina, pero metabolitos menores, principalmente
resultantes de la glucuronidacion y no productos del metabolismo, también se
encuentran presentes en la orina. Estos metabolitos representan 2-3% del
consumo oral total (Spencer et al., 2016). Ambos, la sucralosa (no modificada) y
los conjugados glucuronizados son excretados en la orina sin bioacumulacion. Su
preferencia, comparada con otros edulcorantes esta dada por su estabilidad en
calor, estabilidad en un amplio rango de condiciones de pH, y su solubilidad en
etanol, metanol y agua. La FDA recomienda un consumo diario aceptable de
sucralosa de 5 mg/Kg/dia (Spencer et al., 2016; Abou-Donia et al., 2008).

Diversos estudios han establecido un perfil de seguridad en su consumo, lo cual le
permite ser usado en todos los grupos de edad, incluso durante el embarazo
(Shankar et al., 2013). Se encuentra en mas de 4,000 productos de EUA y es
usado como edulcorante en mas de 80 paises. A diferencia del azucar de mesa,
no promueve la incidencia de caries dental, y es por esto que en el afio 2006 la
FDA aprob¢ la difusion de su efecto anticariogénico (FDA, HHS, 2006). El perfil de
seguridad de la sucralosa ha sido ampliamente revisado, y se ha reportado la
carencia de efectos carcinogénicos y genotoxicos. Gracias a su falta de
biorreactividad y acumulacion en modelos humanos y animales, su uso a largo
plazo es considerado como seguro (Shankar et al., 2013).

Un estudio en particular refiere efectos adversos por el consumo de edulcorantes.
Resultdé controversial al encontrar efectos adversos en el tracto digestivo como
consecuencia del consumo de Splenda ®. Ratas alimentadas con Splenda ® por
doce semanas tuvieron un decremento significativo en la microbiota intestinal
benéfica con repercusiones inmediatas como ganancia de peso, incremento del
pH fecal por disminucion de la produccién de acidos grasos de cadena corta por
bacterias coldnicas e incrementando la expresion de citocromos CYP3A4 y
CYP2D1, lo cual puede afectar la biodisponibilidad de farmacos y nutrientes. Los
hallazgos histopatoldgicos no se observaron en el grupo control, estos incluyeron
infiltracion linfocitica en epitelio intestinal, deplecién leve de las células
caliciformes, desorganizacion glandular, dilatacion vascular con presencia de
linfocitos intravasculares y cambios histopatologicos aparentemente relacionados
con la edad como pérdida de mucina superficial, aunque estos ultimos también se
presentaron durante la recuperacion en todos los grupos incluyendo controles.
Agregado a ello, estos efectos ocurrieron incluso cuando las ratas fueron
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alimentadas con sucralosa a dosis de 1.1 mg/Kg, que son dosis mas bajas de las
aprobadas por la FDA para el consumo humano (5 mg/Kg) (Abou-Donia et al.,
2008). Estos resultados fueron severamente criticados por un panel de expertos,
quienes reportaron que el estudio es “deficiente en diferentes areas criticas” y
carece de “rigurosidad cientifica” (Brusick et al., 2009).

El consumo de sucralosa por pacientes diabéticos se considera seguro debido a
gue no tiene efecto sobre el metabolismo de los carbohidratos. No modifica la tasa
de absorcion de glucosa en el intestino delgado, ni incrementa la respuesta
glicémica a los niveles de hormonas incretinas como el péptido similar a glucagon-
1 y el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa en pacientes sanos
después de infusion intraduodenal o intragastrica (Ma et al., 2009; Ma et al., 2010).
Asi mismo, no estimula la secrecion de insulina ni el llenado gastrico lento,
manteniendo la normalidad en el metabolismo de la glucosa en la poblacion
estudiada (Ma et al., 2009).

Se han reportado efectos directos sobre la salud por el consumo de sucralosa.
Estudios de caso han identificado a la sucralosa como agente desencadenante de
migrafia (Hirsch, 2007; Patel et al., 2006). Por otro lado, en un reporte hipotético
sugiere que la sucralosa es el posible culpable en el incremento de la incidencia
de enfermedad inflamatoria intestinal en canadienses por su accion inhibitoria
sobre bacterias intestinales, funcion de barrera intestinal y proteasas digestivas
(Qin, 2011). Dado el altisimo consumo mundial de sucralosa y su presencia en
miles de productos alimentarios, en este mismo reporte, se hace un llamado para
el estudio de la posible relacion entre el consumo de sucralosa y el aumento en la
incidencia de enfermedad inflamatoria intestinal, antes de que sea demasiado
tarde (Qin, 2011).

2.1.3.- Stevia

Edulcorante natural, es un glucosido aislado de la planta Stevia rebaudiana
Bertoni y ha sido usado exitosamente en Japon como agente endulzante por mas
de 20 anos (Chan et al., 2000). Incluye varios compuestos con sabor dulce, con
mayor cantidad de esteviosido y rebaudiésido A (Sclafani et al., 2010). En el afio
2000 se sugirio a stevia como una opcidn terapéutica en el tratamiento de la
hipertension arterial, después de demostrar sus efectos hipotensores, aunado a
posibles incrementos de la sensibilidad a insulina y tolerancia a la glucosa (Chan
et al., 2000). Algunos estudios sugieren que los efectos hipotensores de stevia
pueden ir asociados con incremento en la actividad de prostaglandinas (Chan et
al., 2000).

El consumo de stevia disminuye los niveles de insulina comparado con aspartame
y sucrosa, sugiriendo que el uso de este en lugar de sacarosa podra ser una
manera de manejar la ingesta alimentaria y la saciedad (Anton et al., 2010). Un
estudio del 2010 reporté que individuos que consumen stevia tienen menor
respuesta posprandial de la glucosa, comparados con aquellos que consumen
aspartame y sucrosa. Estos hallazgos sugirieron vias promisorias para fabricantes
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y compradores que compran y consumen productos con edulcorantes artificiales
para el combate contra la obesidad y Diabetes Mellitus tipo Il (Anton et al., 2010).

A pesar de los datos disponibles sobre la seguridad de la ingesta de edulcorantes
no nutritivos, es de preocupacion la falta de informacion sobre sus interacciones
moleculares a nivel intestinal, lo cual, como se mencion6 previamente respecto al
aumento en la incidencia de enfermedad inflamatoria intestinal en canadienses,
puede ser un cabo suelto en la bioseguridad de estos productos. Debido a que las
reacciones pro-inflamatorias en cualquier nivel organico son el resultado de
interacciones moleculares que abarcan las vias de las MAP cinasas y NF-«B,
describiremos a detalle sus mecanismos de accion y funciones bioldgicas
conocidas para integrarlas con el consumo de edulcorantes no nutritivos y sus
efectos sobre el organismo a nivel intestinal y periodontal.

2.2.- MAP Cinasas (MAPK)

Ante la gran diversidad de estimulos extracelulares, las células requieren un
modelo de respuesta que les permita llevar a cabo su funcion biolégica y asegurar
su supervivencia. Algunos de estos estimulos son los cambios ambientales
incluyendo la respuesta a estimulos hormonales, estrés, mitdgenos, cambios de
temperatura, presidon osmatica, entre muchos otros. La respuesta a esta amplia
variedad de estimulos es mediada a través de la activacion de factores de
transcripcion, los cuales inducen las respuestas celulares necesarias. Sin
embargo, muchos agentes extracelulares no tienen la capacidad de atravesar la
membrana celular para lograr la activacion de los genes necesarios para emitir
una respuesta. En vez de ello, estos agentes utilizan lineas de comunicacion
intracelulares, conocidas como vias de senalizacion, para transmitir sus sefales a
diversos blancos citoplasmaticos y nucleares. En muchos casos, estas vias
operan a través de fosforilaciones secuenciales denominadas cascadas de
proteinas cinasas. Este tipo de sefializacion, como veremos a continuacién, es
utilizado por la via de sefalizacibn de las proteinas cinasas activadas por
mitdgeno (mitogen-activated protein kinases; MAPK). Entre otros, estas cascadas
responden a diversos estimulos extracelulares y regulan varios procesos como
proliferacion celular, diferenciacién, respuesta celular al estrés, y apoptosis
(Keshet et al., 2010).

2.2.1.- Clasificacion y funciones bioldgicas

Las vias de sefalizacion de las proteinas MAPK son mddulos de sefalizacidon
conservados en el proceso evolutivo, que juegan un papel fundamental en la
transduccion de sefales extracelulares en respuestas intracelulares.

Las cascadas de senalizacion de MAPK han sido ampliamente estudiadas en las
ultimas décadas, y ha sido demostrada su funcion en diversos tipos celulares y
condiciones Dbiologicas. La transmision de sefales de estas cascadas,
generalmente son iniciadas por la activacidon de una proteina G (usualmente la
proteina Ras), o activando interacciones corriente arriba de la cascada por
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proteinas adaptadoras (Figura 1). Posteriormente, las sefales son transmitidas
corriente abajo por proteinas cinasas citosdlicas organizadas en tres o cinco
niveles. Las cinasas en cada nivel fosforilan y activan las cinasas locales del nivel
siguiente para permitir una rapida y regulada transmisién de la sefial a varios
blancos de la cascada. Tres de estos niveles, MAPKKK, MAPKK y MAPK son
considerados como centrales, mientras que el nivel corriente arriba (MAPKKKK) y
el nivel corriente abajo (MAPKAPK) no son siempre necesarios para la difusion de
la sefal (Keshet et al., 2010).
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Figura 1. Representacién esquematica de las cuatro vias mejor caracterizadas de MAPK. Tomado
de: Plotnikov A, Zehorai E, Procaccia S, Seger R. The MAPK cascades: Signaling components,
nuclear roles and mechanisms of nuclear translocation. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Molecular Cell Research. 2011 Sep;1813 (9):1619-33.

En mamiferos se han caracterizado 14 genes de MAPK que definen siete
diferentes vias MAP. La mejores caracterizadas de estas son la cinasa 1
reguladora de sefial extracelular (ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase 1),
la cinasa 1 c-Jun NHa-terminal (JNK1, c-dJun NHz-terminal kinase 1) 2/3, las vias
p38 o/Ply/6 (Saba-El-Leil et al., 2016) y ERKS (Keshet et al., 2010). Estas fueron
denominadas de acuerdo a los componentes presentes en su nivel MAPK (Figura
1).

Cada una de las cascadas puede regular procesos celulares muy diferentes, y
algunas veces superpuestos que difieren en sus actividades fisioldégicas. ERK1/2
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juega un rol importante en la proliferacion y diferenciacién celular, JNK y p38 son
cascadas activadas en respuesta al estrés celular, y por ello sus componentes
MAPK son denominadas proteinas cinasas activadas por estrés (SAPKSs, stress-
activated protein kinases); de igual forma, ERKS parece responder a ciertos
estimulos estresantes como sefales mitogénicas (Keshet et al, 2010). No
obstante, dependiendo de la linea celular y el estimulo, las diferentes cascadas
pueden regular funciones no candnicas e incluso opuestas. Por ejemplo, en raras
ocasiones, ERK1/2 puede participar en la respuesta al estrés y apoptosis,
mientras que JNK puede mediar la proliferacion. La activacion conjunta de las
cascadas MAPK por una gran variedad de estimulos, indica que estas son
importantes reguladores de esencialmente todos los procesos celulares
estimulados e inducidos por sefal extracelular. La mala regulacion de las
cascadas puede abrir paso a enfermedades como el cancer, diabetes y activacion
de la respuesta inmune con su manifestacion inflamatoria (Keshet et al., 2010). Es
por ello que el mejor entendimiento de la sefalizacion y regulacion de MAPK
puede resultar en el disefio de mejores estrategias para el combate de
enfermedades relacionadas con su alteracion.

2.2.2.- ERK

La cascada ERK es activada por una variedad de agentes extracelulares,
incluyendo factores de crecimiento, hormonas y factores estresantes que inducen
procesos celulares que incluyen proliferacion y diferenciacion celular. Los factores
extracelulares actuan a través de receptores tirosina cinasa (RTK, tyrosine kinases
receptors), receptores acoplados a proteina G (GPCR, G-protein coupled
receptors) y canales ionicos, entre otros. Estos receptores membranales
transmiten la sefal a la cascada ERK por una plétora de procesos de senalizacion,
gue en muchos casos involucra el reclutamiento de proteinas adaptadoras como
Shc o Grb2 a los receptores activados o sus proteinas efectoras (Keshet et al.,
2010). Posteriormente, los adaptadores dirigen factores de intercambio de
nucledtidos de guanina (GEFs, guanine nucleotides exchange factors) a las
pequefias proteinas de uniéon a GTP unidas a la membrana (Ras, Rap), realizando
la conversidn a su forma activa unida a GTP. Esto permite la transmision de sefal
a los componentes del nivel MAPK3, los cuales son en su mayoria cinasas Raf
(Raf-1, B-Raf y A-Raf), aunque también se han encontrado otros componentes,
pero que operan en sistemas diferentes y muy particulares, con diferentes modos
de regulacidon. Desde el nivel MAP3K, la sefal es transmitida cascada abajo a
través de los componentes de MAPKK, denominados MAPK/ERKinasas 1,2
(MEK1/2). Estos componentes MAPKK son activados a través de la fosforilacion
de residuos de serina en los motivos Ser-Xaa-Ala-Xaa-Ser/Thr en el bucle de
activacion de MEK (Ser 218 y 222 en MEK humana). Las MEKs son cinasas
duales que han mostrado selectividad unica hacia ERKs en el nivel MAPK (Keshet
et al., 2010). Se han asilado dos genes que codifican las ERKs, designados como
ERK1 (MAPK3) y ERK2 (MAPK1). Estos codifican dos proteinas, p44 y p42,
respectivamente. La activacion de ERKs es mediada por la fosforilacion de
residuos Tyr y Thr por MEK, en el bucle de activacion del motivo Thr-Glu-Tyr
(Thr183 y Thr185 en ERK2 humana). Estas son Ser/Thr cinasas que fosforilan
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cientos de sustratos en el citoplasma o en el momento de la translocacion en el
nucleo (Keshet et al., 2010). La gran mayoria de los sustratos de ERKs son
proteinas reguladoras incluyendo una o mas MAPKAPKs. El nivel MAPKAPK
incluye la cinasa ribosomal S6 (RSK), la cinasa activada por MAPK/SAPK (MSK),
las cinasas 1y 2 de sefial asociada con MAPK (MNK1/2) y MAPKAP3/5, aunque
las ultimas también pueden ser activadas por p38. Finalmente, las proteinas
cinasa como GSK3 y LKB1 han sido identificadas como sustratos de MAPKAPKSs,
pero no son consideradas como componentes integrales de la cascada (Keshet et
al., 2010).

Andlisis in vivo de ratones mutados por ingenieria genética sugieren que ERK1 y
ERK2 tienen funciones importantes en tejidos especificos. La inactivacion de erk2
durante el desarrollo de la cresta neural promueve anormalidades craneofaciales y
defectos cardiacos conotroncales, los cuales se exacerban con la deplecion
adicional de erk1 (Saba-El-Leil et al., 2016). De manera similar, la deficiencia de
erk1 mejora el fenotipo anormal de neurogénesis en ratones knockout erk2
especificos del sistema nervioso central. La deplecion de los genes erk1 y erk2 en
células hematopoyéticas acoplada con estudios de reconstitucion con ERK1 y
ERK2 cataliticamente activos o inactivos, también revelé que ERK1 y ERK2
desempenan funciones cinasa dependientes en el mantenimiento de células
madre hematopoyéticas y en la hematopoyesis en adultos (Saba-El-Leil et al.,
2016).

2.2.3.- p38

La cascada de MAPK p38 participa en respuestas celulares al estrés y en
procesos como la respuesta inmune e inflamatoria. La actividad de esta cascada
es inducida por varios factores estresantes y ligandos que operan en diferentes
receptores, incluyendo receptores relacionados con apoptosis, GPCRs y RTKs.
Adicionalmente, algunos de los estresantes fisicos como calor y shock osmatico,
que son algunos de los mejores activadores de la cascada de p38, muchas veces
operan a través de maquinaria celular independiente de receptor que requiere
cambios en la fluidez membranal u otros sistemas especializados de sefalizacion.

Posteriormente, de manera muy similar a como lo mencionamos previamente con
la cascada ERK, las sefales son transmitidas por induccion de una compleja red
de moléculas de sefalizacién que resulta en la activacién de pequefias GTPasas
como Rac y CDC42, o en algunas ocasiones por interaccion con proteinas
adaptadoras (Keshet et al., 2010). Estos dos procesos inducen la activacion de
proteinas cinasas en el nivel MAPK4 o directamente en MAP3K de la cascada de
p38 (Figura 1) (Keshet ef al., 2010). Los componentes de esta cascada son muy
similares a aquellos presentes en la cascada JNK. En la cascada p38, las cinasas
del nivel MAP3K son activadas por pequefias GTPasas, pero como vya
mencionamos, en algunas condiciones pueden hacerlo MAP4Ks o activarse
directamente por proteinas adaptadoras. El largo numero de cinasas en MAP3K
transmiten sus sefiales a un numero mas pequeno de MAPKKSs, fosforilandolas en
residuos Ser y Thr en el motivo Ser-Xaa-Ala-Xaa-Ser/Thr del bucle de activacién.
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Las principales MAPKK de la via p38 son MKK6 y MKK3, aunque MKK4 y MKK7
también pueden estar involucradas (Keshet et al., 2010).

El siguiente nivel de la via esta compuesto por los productos de cuatro genes
MAPKSs. Estos incluyen: p38a (SAPK2a), p38p (SAPK2b), y p38 v y o. Los genes
de p38 expresan varias alternativas de formas empalmadas, llevando el numero
de isoformas del grupo a diez, todas las cuales son activadas por fosforilacion de
los residuos Tyr y Thr en el motivo Thr-Gly-Tyr del bucle de activacion (Thr180 y
Tyr182 de p38MAPKa humana). A pesar de que alrededor del 60% de p38s
comparten mecanismos de activacion y especificacion de sustratos, la identidad
diferente de sus secuencias y la sensibilidad a inhibidores indican que pueden
subdividirse en dos grupos: p38a + p38p y p38y + p385. No obstante, no esta claro
si estos subgrupos tienen funciones fisiologicas diferentes (Keshet et al., 2010).
Una vez que estas p38 han sido activadas, transmiten una sefial a los
componentes del nivel MAPKAPK, estos son MAPKAPK2, MAPKAPK3, MANK1/2,
MSK1/2 y MKS5/PARK, o moléculas reguladoras de fosforilacion como PLA,,
proteinas de choque térmico, factores de transcripcion ATF2, ELK1, CHOP,
MEF2C, entre otros. A diferencia de ERK1/2, las p38 pueden encontrarse en
nucleo y citoplasma, y su translocacion después del estimulo parece ser
unidireccional.

El grupo de Angel Nebreda del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
en Madrid, Espafia usé una combinacidén de abordajes genéticos para contestar la
pregunta de la especificidad de las isoformas de p38a y p38p. Su trabajo sugiere
un rol especifico de p38a en el desarrollo placentario después de observar
defectos placentarios resultantes de la deficiencia de p38a que no podia ser
rescatado mediante la expresion de un alelo knock-in de p38 bajo el control
transcripcional del promotor de p38 enddgeno. Por otro lado, varios fenotipos
embrionarios incluyendo defectos en el desarrollo cardiaco, espina bifida, y
anencefalia fueron observados en embriones con deficiencia compuesta de p38a. y
p38p3, pero estuvieron ausentes en deficiencias génicas individuales, indicando
que las dos isoformas pueden compensar el defecto de la otra en estas
situaciones (del Barco Barrantes et al, 2011). Estos resultados mostraron
funciones superpuestas de ambas isoformas, sugiriendo roles funcionales de
ambas.

Los otros dos miembros de MAPK p38 también exhiben funciones solapadas. La
deficiencia génica de una isoforma p38y o p385 no altera el fenotipo en
condiciones fisioldgicas. Sin embargo, la disrupcion de ambas isoformas dio a
conocer un papel clave en regeneracion tisular, respuesta inmune innata,
inflamacion y tumorigénesis. El papel de p38y y p386 en la respuesta inflamatoria
fue documentado en varios modelos experimentales en ratones como shock
séptico inducido por lipopolisacaridos, falla hepatica aguda y modelos de artritis
inducida por colageno; asimismo, en modelos de cancer asociado con inflamacion
cronica como cancer asociado a colitis y carcinogénesis quimica cutanea de dos
pasos (del Barco Barrantes et al., 2011).
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2.2.4.- JNK

La cascada JNK tiene un rol importante en la respuesta a citocinas, respuesta
celular al estrés ambiental, en inducir apoptosis, y se ha definido como especifico
de estimulo y de tejido (Weston et al., 2007), y se sospecha su funcion en muchos
otros procesos celulares aun no dilucidados. Al igual que la via de p38, esta
cascada responde a receptores relacionados con estrés y apoptosis, GPCRs y
RTKs. Estos receptores o los cambios membranales independientes de receptor e
inducidos por estrés, transmiten la sefial a proteinas adaptadoras que por si solas
pueden inducir la activacion de las cinasas del nivel MAP4K, y algunas veces del
MAP3K de la cascada JNK.

Alternativamente, los receptores membranales pueden activar una red de
interacciones protéicas que eventualmente induciran la activacion de proteinas
adaptadoras (TRAF) o la activacion de pequefias GTPasas (Rac, CDC42). Estos
dos procesos transmiten la sefal activando a MAP4K, o algunas veces
directamente al nivel de cinasas MAP3K. Las cinasas en el nivel MAP4K incluyen
a GCK, GLK, GCKR, HOK vy otras cinasas parecidas a Ste20, las cuales son
compartidas con la via p38 y pueden fosforilar y activar las cinasas en el nivel
MAP3K. De nuevo, la mayoria de las MAP3Ks con compartidas con la via p38,
aunque ASK2, LZK1, MLK1 y MEKK4 han sido reportadas como exclusivas de la
cascada JNK (Keshet et al., 2010). Posteriormente, las MAP3Ks activadas
transmiten la sefial a cinasas del nivel MAPKK, que son MKK4 y MKK7. MKK7
parece expresar un numero particularmente grande de isoformas empalmadas con
diferentes actividades. Como las otras MAPKKs, MKK4 y MKK7 con activadas por
fosforilacion del motivo Ser-Xaa-Ala-Xaa-Ser/Thr (Ser198, Thr202 en MKK7), y se
vuelven capaces de transmitir la sefial al nivel JNK. Tres genes (JNK1-3, SAPK1s)
codifican las proteinas JNK que son traducidas de un total de diez alternativas de
transcritos de JNK empalmados (Keshet et al., 2010). Todas estas son traducidas
en proteinas de 46 o 54 kDa. Las JNKs p46 pequefias son JNK1a1, JNK1B1,
JNK2a1, JNK2B1 y JNK3a1. Las proteinas p54 son JNK1a2, JNK1B2, JNK2a2,
JNK2B2 y JNK3a2. El bucle de activacion de las JNK contiene un residuo Pro en
la posicion Xaa del motivo Thr-Xaa-Tyr, y como con las otras MAPKSs, los dos
residuos Thr y Tyr deben ser fosforilados para ser activados (Thr183 y Tyr185 en
JNK2 humana). Solamente una MAPKAPK, MAPKAPKS3 esta reportada como un
componente de la via MAPK.

Son pocos los blancos citosodlicos descritos para JNKs, mientras que esta cascada
parece ser un regulador mayor de procesos nucleares, en particular de la
transcripcion. Por lo tanto, después de su activacion, como las otras MAPKs, JNKs
se transloca hacia el nucleo donde se asocia con factores de transcripciéon como c-
Jun, ATF, EIk1, activandolos y promoviendo su funcién (Keshet et al., 2010).
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2.3.- NFxB

La familia de proteinas NF-«B esta conformada por cinco miembros bien
caracterizados en mamiferos que consisten de p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50/p105
(NF-xB1) y p52/p100 (NF-kB2). Estas proteinas se encuentran en estado inactivo
como homodimeros o heterodimeros en el citoplasma celular, unidos a proteinas
de la familia IkB (Inhibidores de NF-kB) (Gosh et al., 2012). La familia de proteinas
NF-xB se caracteriza por la presencia de un dominio N-terminal de 300
aminoacidos con homologia con Rel (RHD), el cual es responsable de la
dimerizacion, la interaccion con IkBs y la union al ADN (Gosh et al., 2012). Los
miembros de la familia IkB actuan deteniendo la funcion de los dimeros de NF-«B,
y se definen por la presencia de cinco a siete repeticiones de anquirina C-
terminales. Las células de mamiferos contienen ocho miembros establecidos de
IkB: IkBa, kBB, IkBe, kB, BCL-3, IkB-NS y las proteinas precursoras p100 y
p105. Tipicamente, las proteinas IkB funcionan previniendo la union de los
dimeros NF-xB al ADN. Por ejemplo, IkBa o IkBf se unen a los dimeros p65/50 o
p65/c-Rel, enmascarando la secuencia de localizacién nuclear (NLS) de p65, que
a pesar de la presencia de una NLS de p50, resulta en un estado estacionario de
localizacion citoplasmatica (Gosh et al., 2012). La cascada de NF-kB tipicamente
opera a través de dos grandes vias: canonica y no candnica. La activacién de la
via canonica ocurre corriente abajo de muchos estimulos incluyendo LPS y
citocinas pro-inflamatorias como TNF o IL-1 (Rinkenbaugh et al., 2016). Después
de su activacion, el inhibidor del complejo de la cinasa «B (IKK), que consiste de
las subunidades IKKa, IKKB y IKKy (NEMO), fosforila a IxBa, permitiendo su
ubiquitinizacion y degradacion proteasdmica. La pérdida de IkBa permite la
acumulacion nuclear de NF-«B y su unién al ADN, promocionando la transcripcion
de sus genes diana, incluyendo factores anti-apoptéticos, citocinas como IL-6 y
factores de proliferacion como ciclina D1 (Rinkenbaugh et al., 2016). Un grupo de
genes diana incluye reguladores negativos de la sefalizacion de NF-xB, tales
como A20 y IkBa. Produciendo estos componentes, NF-kB genera un lazo de
retroalimentacion negativa para agregar otra dimensién de control de esta via. La
via no canonica es activada a través de sefiales como BAFFR, CD40 o LTBR. En
ésta, p110 actua como molécula kB, manteniendo a RelB en el citoplasma. La via
no canonica permite la estabilizacion de la cinasa inductora de NF-xB (NIK). NIK
activa los dimeros IKKa, los cuales posteriormente fosforilan a p100. La
fosforilaciéon de p100 permite su divisién en p52, produciendo un dimero RelB-p52
activo que se dirige hacia el nucleo y regula la transcripcion génica (Rinkenbaugh
et al., 2016). La Figura 2 muestra la via de activacion de NF-«B.
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Figura 2. Via candnica y no candnica de activacion de NF-kB (Tomado de: Rinkenbaugh A,
Baldwin A. The NF-kB Pathway and Cancer Stem Cells. Cells. 2016 Apr 6;5(2):16.)

2.3.1.- Funciones biolédgicas de NF-xB

Los primeros estudios genéticos que estudiaron la via de NF-kB, revelaron un
papel crucial de p65 en proveer proteccion contra la apoptosis durante la
senalizacion de TNF. Ratones con falta de p65 exhiben letalidad asociada a
necrosis hepatica en los dias 15 y 16 de gestacion. La apoptosis hepatica mostré
ser el resultado de la sefalizacion de TNF en el desarrollo hepatico, demostrando
también que la cruza de ratones negativos para Tnfy Tnfrsf1a salvaba a estos de
la letalidad embrionaria y reveld que p65 juega un papel importante en la
respuesta inmune innata. En contraste, ratones con defecto de p50 no muestran
defectos en el desarrollo, demostrando que p50 no es esencial para la induccion
de genes anti-apoptoticos, pero en lugar de ello exhibian respuesta inmune
humoral defectuosa. Células B con falta de p50/p105 no responden eficientemente
a lipopolisacaridos (LPS), subrayando el papel del dimero p65/p50 en la
senalizacion de la via de TLR. Ratones con falta de p52 muestra defectos en la
arquitectura esplénica y el desarrollo de las placas de Peyer, enfatizando la
importancia de la via no canodnica en la linfo-organogénesis.

La proteina c-Rel forma homodimeros y heterodimeros con p50 y p65. Aunque la
deficiencia de c-Rel no puede generar una respuesta humoral productiva, hay
evidencia que sugiere que en algunas circunstancias hay redundancia funcional
entre c-Rel y p65. Como resultado, ratones con falta de c-Rel, que no pueden
inducir la expresion génica, pero pueden formar dimeros, generan un fenotipo mas
severo. Estos mutantes de c-Rel desarrollan médula 6sea hipoplasica e
hiperplasia de 6rganos linfoides secundarios, sugiriendo funciones de c-Rel en la
activacion de células B. También se ha demostrado un rol esencial de c-Rel en el
desarrollo de células T reguladoras (Rinkenbaugh et al., 2016). La pérdida de RelB
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resulta en inflamacién multi-organica, asi como defectos severos en la inmunidad
adaptativa. Ratones con falta de RelB tienen deficiencias en la respuesta inmune
celular asociadas con defectos en las células medulares del timo y la funcién de
las células dendriticas. Este fenotipo se muestra exagerado cuando se bloquea
también a p50, mostrando la cooperacion entre p50 y RelB en la regulacion de
genes anti-inflamatorios (Rinkenbaugh et al., 2016). La importancia de RelB en la
linfo-organogénesis esta bien definida. Los animales con knockout de RelB
carecen de placas de Peyer, secundario a defectos en la senalizacion de LTBR. La
via no canonica con RelB es responsable de los defectos del desarrollo de las
células epiteliales medulares del timo, un proceso que depende de CD40 y RANKL
(Rinkenbaugh et al., 2016). Mientras que el papel de la via no candnica ha sido
bien descrito en el contexto de la linfo-organogénesis, la via canonica también es
activada por miembros de la familia TNFR y contribuye al desarrollo y organizacion
de drgano linfoides. A pesar de que NF-kB no es unico en los diferentes pasos del
desarrollo leucocitario y su activacion, si es esencial en el desarrollo de tejidos
especializados para el desarrollo y activacion linfocitaria (Rinkenbaugh et al.,
2016).

2.4 Enfermedad periodontal y vias de sefializacion pro-inflamatorias

Las enfermedades periodontales constituyen un grupo de patologias de caracter
infeccioso, que afectan a los tejidos de soporte de los dientes, encia, ligamento
periodontal y hueso alveolar. La gingivitis afecta a los tejidos blandos de la encia y
es potencialmente reversible, pudiendo presentarse en cualquier edad de la vida
con una distribucion generalizada. Las periodontitis se extienden a zonas mas
profundas, como el ligamento periodontal y el hueso alveolar, afectando la
estabilidad de los organos dentarios en su relacion con el hueso alveolar. Ambos
casos, generalmente sin resultado de la infeccidn persistente y el proceso
inflamatorio en respuesta a la presencia de patdégenos periodontales (por ejemplo,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia y Fusobacterium nucleatum) (Lamster et al., 2016). La periodontitis
cronica severa es la sexta enfermedad mas frecuente en el mundo y la principal
causa de discapacidad ajustada por afos de vida entre las enfermedades de la
cavidad bucal. Es mas frecuente en hombres, especialmente aquellos en
condiciones de pobreza y fumadores cronicos (Lamster et al., 2016).

La placa dentobacteriana, algunos productos microbianos, la respuesta inmune,
factores ambientales y conductuales son importantes contribuyentes para el
incremento del riesgo de enfermedad periodontal. La presencia de patogenos es
necesaria en la mayoria de los casos, pero no suficiente para su desarrollo. En el
estado fisiologico, donde hay factores de riesgo no modificables, el huésped
responde apropiadamente a las acumulaciones bacterianas. Sin embargo, algunos
modificadores de la enfermedad como el tabaquismo y diabetes mellitus,
modifican la respuesta inflamatoria. Tanto la inmunidad humoral como celular se
encuentran activadas, y se cree que es la respuesta inflamatoria la responsable de
la destruccion tisular que caracteriza a las enfermedades periodontales (Lamster
et al., 2016). Posterior a la produccion excesiva de citocinas, interleucinas y otros
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mediadores inflamatorios incluyendo metaloproteinasa de la matriz (MMPs), la
respuesta global es responsable de la pérdida de tejidos no mineralizados del
periodonto y la resorcion de la cresta de hueso alveolar (Lamster et al., 2016). En
el entorno periodontal, los constituyentes bacterianos, incluyendo LPS de
patdogenos gramnegativos pueden iniciar pérdida de hueso inflamatoria. Los LPS
pueden estimular la expresion de IL-13, TNF-a, IL-6 y el ligando del receptor
activador de NF-kB (RANKL) a través de la activacion de la respuesta inmune
innata y de células no inmunes como los fibroblastos gingivales. La produccion de
citocinas inflamatorias resulta de la activacion de cascadas de senales inductoras
de cinasa y factores de transcripcion (Travan et al., 2013).

En la enfermedad periodontal los macrofagos, monocitos vy fibroblastos, producen
IL-1B3, TNF-o,, PGE> e IL-6, y se ha encontrado su significancia en los sitios activos
de enfermedad comparada con individuos sanos o sitios sin dafo periodontal.
Estas citocinas dirigen la cascada de fendmenos destructivos en el tejido
periodontal e inician la produccién de una serie de enzimas y mediadores,
incluyendo MMPs y prostaglandinas. Ademas, las citocinas pro-inflamatorias de
manera directa o indirecta reclutan osteoclastos a través de la via dependiente e
independiente de RANKL, resultando en un dafio éseo irreversible (Travan et al.,
2013). Los LPS inician la cascada de sefalizacion de la respuesta inmune innata a
través de la interaccion con las proteinas de superficie CD14, asi como receptores
tipo Toll (TLRs), especificamente TLR-2 y TLR-4. La expresiéon de ambos TLRs
esta incrementada en los tejidos periodontales afectados, sugiriendo que estos
receptores tienen una capacidad incrementada para la expresidon corriente abajo
de citocinas pro-inflamatorias. La sefalizacion de TLR-4 activa las vias
dependientes de MyD88 para la activacion subsecuente de la cinasa asociada a
interleucina 1R (IRAK), factor-6 asociado con el receptor del factor de necrosis
tumoral (TRAF6) y el factor NF-«B, requerido para la induccion de citocinas.
También las vias dependientes de TRAF-6 son requeridas para el reclutamiento
de diferentes proteinas adaptadoras y la activacion de cinasas activadas por
mitogeno (MAPK) (Travan et al., 2013).

Los factores de transcripcion NF-xB controlan la expresion de varios de los
muchos mediadores presentes en la inflamacion periodontal, incluyendo IL-1, IL-1,
TNF-o y MPPs (Travan et al., 2013). Como mencionamos en parrafos anteriores,
las MAPK fosforilan varios blancos intracelulares, incluyendo factores de
transcripcion (AP-1 y CHOP) y proteinas de unién al RNA, las cuales regulan la
expresion de genes inflamatorios en el nivel transcripcional y postranscripcional
(Travan et al., 2013). Los genes diana corriente debajo de la sefializacion de
MAPK, incluyen mediadores de la inflamacién como IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2 y
MMPs. Modelos preclinicos de enfermedad periodontal indican que existe una
fuerte correlacion entre la activacion de las MAPKSs, la inflamacion y la pérdida de
hueso alveolar. En un estudio reciente, se obtuvieron datos que indicaban la
correlacion positiva entre p38 y ERK con la severidad de la enfermedad, donde
unicamente p38 fosforilado se correlacion6é a su vez con parametros clinicos de
progresion de la enfermedad (Travan et al., 2013). No obstante, hasta la fecha no
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se ha establecido un vinculo entre la expresion sistémica de estos marcadores
(enfermedades cronico degenerativas), con el aumento en el riesgo de
enfermedad periodontal.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud publica que se asocia con el consumo de
alimentos con alto contenido energético y que predispone a los individuos a la
adquisicion de enfermedades crénicas no transmisibles a través del aumento de
produccion de marcadores pro-inflamatorios, modificando el metabolismo celular y
promoviendo el sedentarismo, la falta de productividad y una menor calidad de
vida. Multiples estrategias se han propuesto para hacer frente a su elevada
prevalencia, una de las cuales ha sido la introduccion de edulcorantes no
energéticos a las rutinas y modificaciones dietéticas. Hay una cantidad diversa de
edulcorantes no nutritivos disponibles para libre consumo, cuyo éxito se asocia
con el bienestar producido por su sabor dulce y el beneficio de su bajo contenido
energético. Esto ha llevado a una difusion alarmante en su consumo, lo cual ha
llevado a la interrogante de la seguridad en el consumo prolongado y a veces
excesivo de estos productos, y las interacciones celulares y moleculares que tiene
con el organismo después de su ingesta a nivel bucal e intestinal, dado que estos
sitios representan el primer contacto después de la ingesta de alimentos, y que
puedan proporcionar un punto de partida sélido para estudios posteriores que
busquen su participacion en la patogénesis de diferentes estados patoldgicos. Es
por ello que nuestro estudio se centra sobre las posibles interacciones de estos
productos sobre las vias de sefalizacion de las MAPK y NF-xB, cuyas vias de
sefializacion corriente abajo son el preludio de los mecanismos iniciales del
proceso de inflamacion. Esto nos lleva a la interrogante del posible efecto del
consumo cronico de edulcorantes no nutritivos sobre la activacion de la via de las
MAPK 'y NF-kB a nivel intestinal, y su repercusion sobre el estado de salud a nivel
intestinal y periodontal.
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4.- HIPOTESIS
4.1.- Hipétesis alterna

La ingesta cronica de sacarosa, sucralosa y stevia incrementa la actividad de vias
de senfalizacion proinflamatorias en intestino delgado dependientes de la
expresion de integrantes proteicos de la sefalizacion de MAPKs y NF-xB, y
promueve dano periodontal en cavidad bucal de ratones BALB/c.

4.2.- Hipétesis nula

La ingesta cronica de sacarosa, sucralosa y stevia no incrementa la actividad de
vias de sefalizacion proinflamatorias en intestino delgado dependientes de la
expresion de integrantes proteicos de la sefalizacion de MAPKs y NF-xB, y no
promueve dano periodontal en cavidad bucal de ratones BALB/c.
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5.- JUSTIFICACION

México representa uno de los primeros lugares en obesidad y obesidad infantil,
mayormente debido al consumo de dietas hipercaléricas, para lo cual, una de las
estrategias adoptadas para esta problematica ha sido el reemplazo de azucares
refinadas por edulcorantes no nutritivos de venta libre. La recomendacién de su
consumo por parte de servidores de la salud y de la salud bucal, basandose en
sus bajos efectos sobre la homeostasis hormonal y lesiones cariosas, es de
preocupacion al no contar con bases rigidas sobre su bioseguridad en pacientes
sanos y enfermos, tanto en el ambito de la salud sistémica como de la salud
periodontal. Esto ha provocado su uso indiscriminado coadyuvado por la falta de
informacion cientifica de los efectos a largo plazo y su impacto sobre el
metabolismo celular y la salud sistémica. La puesta en marcha del TLCAN detond
el consumo de edulcorantes no nutritivos de tipo artificial, desplazando al azucar
en un segmento importante del mercado mexicano, lo cual exacerb6 el consumo
de estos productos, creciendo a una tasa anual promedio de 10.7%, y que
actualmente ocupan el 5.5% del consumo de edulcorantes. Esto ha permitido que
los edulcorantes no nutritivos hayan logrado consolidarse en mas de un cuarto del
mercado de edulcorantes en México. Asi mismo, la falta de informacion disponible
sobre las interacciones moleculares entre los edulcorantes y el epitelio intestinal
después de su consumo cronico ha creado controversia en algunos paises, lo cual
se ve reflejado en estudios hipotéticos que afirman la relacién de la sucralosa con
la elevada prevalencia de enfermedad inflamatoria intestinal en algunos paises
desarrollados. Por ello, nuestro estudio busca establecer un perfil de interacciones
moleculares pro-inflamatorias después del consumo cronico de edulcorantes no
nutritivos en ratones BALB/c, y poder determinar sus efectos a nivel molecular
sobre el epitelio intestinal y tejidos periodontales.
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6.- OBJETIVO GENERAL

Establecer un perfil de la expresion de cascadas de sefializacion pro-inflamatorias
en intestino por efecto a la ingesta crénica de edulcorantes y su relacién con el
estado periodontal.

7.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la expresion de las proteinas totales y fosforiladas ERK1/2, JNK'y
p38 en intestino delgado de ratones suplementados con edulcorantes por 6
semanas.

e Analizar la expresién de la proteina total y fosforilada IkBa en intestino
delgado de ratones suplementados con edulcorantes por 6 semanas.

e Describir los hallazgos histolégicos con tincion de hematoxilina-eosina en
tejido periodontal de ratones suplementados con edulcorantes por 6
semanas.
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8.- MATERIAL Y METODOS
8.1 Diseno de Estudio
Tipo de estudio: Experimental, prospectivo y comparativo

Universo de trabajo: Ratones machos y hembras de la cepa BALB/c de 8
semanas de edad.

Método de muestreo: No probabilistico, por conveniencia.

Tamano de muestra: 32 ratones BALB/c machos y hembras de 8 semanas de
edad.

Se formaron 4 grupos de estudio por sexo conformados de la siguiente manera:

Grupo control (Agua simple) 4 ratones macho y 4 ratones hembra
Grupo Glucésidos de esteviol (1%) 4 ratones macho y 4 ratones hembra
Grupo Sucralosa (1%) 4 ratones macho y 4 ratones hembra
Grupo Sacarosa (10%) 4 ratones macho y 4 ratones hembra

Para el grupo sacarosa se utilizo 10 g/100mL de solucion acuosa, lo cual es
equivalente a 2 cucharaditas de azucar de mesa. Para los grupos Glucosidos de
esteviol y Sucralosa, se utilizara un sobre de 1 g/100mL de solucion acuosa. La
concentracion de las tres soluciones tiene la finalidad de equiparar el sabor dulce
entre los grupos de estudio y proporcionar una cantidad similar de edulcorante a la
que utilizan habitualmente los seres humanos. La administracién del edulcorante
fue por 6 semanas a partir de la semana 8 de edad.

8.2 Criterios de inclusioén, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusién: Ratones BALB/c machos y hembras de 8 semanas de
edad. Peso de 22 a 25 g.

Criterios de exclusién: Ratones que al inicio del estudio se encuentren enfermos
o por debajo del peso indicado.

Criterios de eliminaciéon: Ratones que presenten alguna enfermedad o mueran
durante el estudio.

8.3 Procedimientos.

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Neuroquimica de las instalaciones
de la Facultad de Medicina, y en el laboratorio de Histopatologia del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia de la Universidad Autonoma
del Estado de México. Los ratones se criaron en el bioterio ubicado dentro de la
misma Facultad de Medicina, bajo condiciones de temperatura regulada de 22° C
y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Se siguieron las especificaciones
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técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales en laboratorio, segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

Los ratones tuvieron agua y alimento ad libitum. La dieta para roedores fue
completa en su contenido de proteina, carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales
(LabDiet 5001). A las 8 semanas de edad, se formaron los grupos experimentales,
los cuales bebieron en su agua de uso diario el edulcorante adicionado durante 6
semanas. Se evaluaron diariamente y a la misma hora los siguientes parametros:
Cantidad de agua ingerida por los ratones de cada grupo experimental y control.
Se midieron semanalmente el peso corporal de los ratones de cada grupo
experimental y control, desde el inicio hasta el final del tratamiento y se
cuantificaron los gramos de alimento consumidos por los ratones de cada grupo,
experimental y control.

8.3.1 Sacrificio de los ratones

Una vez obtenidos los grupos experimentales, los ratones se pesaron y sedaron
via peritoneal con una solucion de 50 uL de pentobarbital s6dico por cada 25 g de
peso del ratdn. De manera inmediata, se realizé puncién cardiaca para obtener las
muestras de sangre, las cuales se colocaron en tubos de 1.5 mL para su posterior
manejo. Se realizo la extraccion del primer tercio del intestino delgado (duodeno) y
el maxilar superior en conjunto con la mucosa gingival, palatina y érganos
dentarios.

8.3.2 Extraccidn de las proteinas totales de tejido

La extraccion de proteinas totales del duodeno se llevo a cabo utilizando de 100 a
500 pL de buffer de lisis, el cual fue completado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Se homogeneizo el tejido con la ayuda de un émbolo de jeringa de 1
mL. Una vez homogeneizado el tejido, se procedié a agregar nuevamente buffer
de lisis. La muestra se incub6 en hielo durante 45 min, agitando en vortex cada 15
min. Al haber transcurrido los 45 min, se centrifugd a 13,000 rpm durante 25 min.
Finalmente, se recupero el sobrenadante en un tubo limpio y etiquetado.

8.3.3 Cuantificacién de proteinas

La concentracion de la fraccién soluble de proteina se determiné con el ensayo
colorimétrico de Bradford (Bio-Rad). Para la curva estandar se utilizé albumina
bovina (BSA) (2 mg/mL) a las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 y
1.2 mg/mL.

Se preparo el reactivo Bradford con agua destilada, a una solucion de 1:4; se
utilizé lo correspondiente a 200 ul del reactivo por pozo, a 4° C. En una placa de
96 pozos se agrego 5 uL de los estandares de BSA, por duplicado, dejando los
dos primeros pozos como blanco (solo mezcla Bradford). Posteriormente, se
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agrego 1 uL de muestra por duplicado y se usé el buffer de lisis como control
negativo. A cada pozo se le agregé 200 puL de la mezcla de Bradford y la
absorbancia sera leida a 590 nm. Una vez obtenida la concentracion de proteina
de cada muestra de tejido del duodeno, ésta se ajustd a una concentracién de 4
ug/uLl. Se agregd buffer de carga (SLB, simple loading buffer) para completar un
volumen final de 100 uL de muestra. Se calentaron las muestras 5 min a 95° C y
se incubaron 5 min en hielo (4° C).

8.3.4 Ensayo de Western blot (Anexo 1)

8.3.4.1 Preparacion de geles de acrilamida y buffer de
corrida.

Se ensambl6 la camara de electroforesis y se llen6 con el buffer de corrida frio. Se
limpiaron las placas de vidrio con etanol al 70% vy toallas de papel. Una vez
ensambladas las placas en los casetes, se llenaron con el gel de corrida. Una vez
polimerizado, se colocdé gel de apilamiento e inmediatamente el peine. Al
polimerizar el gel de apilamiento, se removio el peine. En el primer pozo de
izquierda a derecha se agregaron 2 uL de marcador de peso molecular (Thermo-
Fisher-Scientific). A partir del segundo pozo, se cargaron 60 ug de proteina.

8.3.4.2 Electroforesis

Una vez colocadas las muestras en los pozos en el gel, se dejaron correr a un
voltaje constante de 100 mV, hasta que el frente de corrida llegd al fondo del gel.
Cuando la migracion de proteinas termind, se separaron los geles de las placas de
vidrio; se cortd el gel de apilamiento y el gel de corrida se remojé en buffer de
transferencia por 1 min.

8.3.4.3 Transferencia hiumeda de la membrana

Se transfirid el gel a una membrana de transferencia fluoruro de polivinilideno
(PVDF). Se cortd la membrana al tamario del gel. Se dispuso de 6 papeles filtro
gruesos que se utilizaron como filtros. Se hidraté la membrana en metanol
absoluto por 30 segundos y después se enjuago con el buffer de transferencia 1 o
2 minutos. El sandwich de transferencia se prepar6 de la siguiente manera, de
abajo para arriba: En la placa negra se colocaron la esponja, 3 papeles filtro, el
gel, la membrana de PVDF, 3 papeles filtro y por ultimo la esponja. Se cerr6 el
casete y se coloco en la camara con el buffer de transferencia. Se dejo transferir a
60 mA (constante), toda la noche. Una vez completa la transferencia, se saco la
membrana y se enjuago con triamortiguada salina con 0.1% de Tween-20 (TBST).

8.3.4.4 Bloqueo de la membrana

Con la finalidad de reducir los lugares de union no especificos al anticuerpo, se
procedié a bloquear el resto de los sitios activos de la membrana PVDF con una
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solucién albumina bovina al 1% en TBST durante 1 hr o toda la noche a 4 °C en
agitacion suave.

8.3.4.5 Incubacién con anticuerpos

Para la evaluacidn de la expresion de proteinas de interés, se utilizaron los
siguientes anticuerpos primarios del fabricante Cell signaling Technology ®: pERK
(No. de catalogo 9911), ERK (#9102), pJNK (#9251), JNK (#9252), pp38 (#9216),
p38 (#9218), plkBa (#9241) e IkBa (#9242) diluidos en BSA al 5%, en una dilucién
1:750, los cuales fueron incubados a 4°C en agitacion suave durante toda la
noche. Una vez realizado este proceso de incubacién, las membranas fueron
lavadas 3 veces con TBST durante 5 minutos.

Posteriormente, se procedié a incubar el anticuerpo secundario. En este caso se
utilizé el anticuerpo anti-conejo diluido en BSA al 1%, en una dilucion 1:2000. La
incubacion se realizd a temperatura ambiente, durante 2 hr en agitaciéon suave.
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 minutos con TBST. Para
llevar a cabo el control de carga se utilizé un anticuerpo anti-actina.

8.3.4.6 Inmunodeteccién (revelado de la membrana)

La membrana se coloc6 en una solucion de revelado (150 uL de DAB al 0.5% en
PBS 1Xy 30 puL de H20O3). Se coloco en agitacion suave hasta la aparicion de las
bandas. Para inactivar la reaccion, se lavd con agua bidestilada.

8.3.5 Extraccidn y fijacion de tejidos bucales

De manera adjunta al procedimiento de extraccion de proteinas totales, se
obtuvieron los tejidos bucales del ratdn con la extraccion del maxilar.

La extraccion se realizé después de la diseccidn roma de tejidos cutaneos con
pinza Adson y bisturi y posterior corte de maxilar con tijeras iris rectas. El tejido se
fij6 en formaldehido al 10% previo a su procesamiento histopatologico.

8.3.6 Descalcificacion tisular con EDTA

Después de una adecuada fijacion, se lavo el tejido con agua destilada. Se coloco
en una solucion de EDTA al 20% para una adecuada descalcificacion. El tiempo
variaba de 4 a 5 dias manteniendo la muestra en movimiento, permitiendo el flujo
de la solucién sobre el hueso. El cambio de la solucion se realizé cada dos dias.

El proceso termind cuando el hueso se encontraba suave, lo cual se evalud con un
instrumento punzante. Al término de éste, la muestra se lavd con agua destilada y
estuvo lista para su procesamiento.
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8.3.7 Procesamiento de tejidos: Deshidratacién, Aclaramiento e
infiltracion

Se procedid a la remocion de la mayor cantidad de agua posible del tejido para su
posterior inclusion en parafina. El procesamiento de las muestras se llevd a cabo
de acuerdo al esquema corto de preparaciéon de muestras y fragmentos pequeno
de tejido del laboratorio de histopatologia del CIEAO, que consté de los siguientes
pasos secuenciales:

1. Se enjuagd brevemente la muestra con agua corriente. De ser necesario,
colocaba el alcohol al 80%.
2. Se coloco en alcohol al 95% y se realizaron tres cambios de 15 a 20 min

cada uno.

3. Se cambid a alcohol absoluto y se realizaron tres cambios de 15 min cada
uno.

4. Se coloco en una solucion de partes iguales de alcohol absoluto y xileno
durante 15 min.

5. Se coloco en xileno y se realizaron dos cambios de 15 min cada uno.

6. Se colocé en parafina, se realizaron tres cambios de 15 min cada uno.

7. Se cambio a parafina al vacio de 15 a 20 min.

8. Inclusion.

8.3.8 Inclusién en parafina

Usando pinzas calentadas en mechero Bunsen, se removid a caja una
procesadora que contenia el tejido impregnado del area de espera en parafina. Se
seleccion6 el molde adecuado de acuerdo con el tamafio de la muestra y se llend
parcialmente con parafina. Se recalentaron las pinzas para remover el tejido de la
cajilla y colocarlo en el fondo del molde. Se transfirié el molde del plato caliente al
plato frio. La cera formé una capa delgada en el fondo del molde. Suavemente se
oprimieron las superficies del tejido que se cortaron contra la capa sélida que lo
mantuvo en la posicidn horizontal deseada. Se llené el molde y la cajilla de
inclusién con parafina y se enfrido lentamente colocando el molde en la placa fria
de la consola de inclusion. La parafina se solidifico en aproximadamente 15 min; el
molde fue separado de la cajilla de inclusion. El tejido y la cera solidificada
permanecieron juntos formando un bloque de parafina listo para su corte.

8.3.9 Microtomia

Los cortes se realizaron con un micrétomo rotatorio, para la obtencion de cortes de
4 micrometros de grosor. La rueda de mano se gir6 lenta y uniformemente para la
creacion de una cinta de tejido. La cinta se coloco en la superficie del bafio de
flotacién. El bano de flotacion estuvo conformado por 20 mL de solucion de acido
clorhidrico al 1% y 4 L de agua corriente, a una temperatura de 4 grados por
debajo del punto de fusion de la parafina. La cinta se colocd en el bafo de
flotacion suavemente para eliminar arrugas y aire atrapado. La cinta se retiré del
bafio sumergiendo un portaobjetos previamente rotulado por debajo de ella.
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Los portaobjetos se dejaron escurrir verticalmente por varios minutos antes de
colocarlos en wuna placa caliente a una temperatura de 37°C, donde
permanecieron durante un dia completo, previo al proceso de tincion.

8.3.10 Tinciéon con Hematoxilina y Eosina

Se procedié a la preparacion de la solucion stock de hematoxilina de Mayer y
eosina-floxina de acuerdo con la dosificacion de reactivos previamente
estandarizada (Anexo 2).

Procedimiento de tincion

Se procedid a desparafinizar las laminas en soluciones decrecientes de alcohol al
100 hasta el 80% y se les hidraté al llegar al agua. Se tifieron en la solucion de
hematoxilina de Mayer por 15min. Se lavaron en agua corriente tibia por 15 min y
posteriormente se colocaron en agua destilada. Se colocaron en etanol al 80% por
2 min. Se procedid a deshidratarlas y aclararlas a través de dos cambios cada uno
de etanol al 95%, etanol absoluto y xileno, cada uno por dos minutos. Se montaron
con medio resinoso.

8.3.11 Obtencién de imagenes por microscopia
Se procedi6 al montaje de laminillas en microscopio de campo claro (Leica ICC50

E) y se observaron con objetivos 5X, 40X y 100X. Se realizd la descripcion
histopatoldgica y se obtuvieron fotografias digitales de cada corte.
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9.- RESULTADOS
9.1.-Vias de senalizacion

Para establecer el posible efecto de la suplementaciéon con edulcorantes sobre la
via de sefalizacion de las MAPK, la cual esta involucrada en la progresién de
estimulos proinflamatorios, se analizd6 la expresion de las formas totales y
fosforiladas de ERK1/2, JNK y p38 en tejido intestinal de ratones de la cepa
BALB/c suplementados con edulcorantes durante un periodo de 6 semanas.

El analisis densitométrico de las bandas de inmunoexpresion de proteinas
obtenidas por Western Blot en ratones machos, demostré incremento de la
expresion de JNKt y pJNK en ratones suplementados con sucralosa y glucésido
de esteviol, en comparacion con el grupo control, aunque en el analisis
semicuantitativo y estadistico de la densidad de las bandas no se encontraron
diferencias significativas en la comparacion de grupos. La expresion de ERKt y
pERK se vio incrementada en todos los grupos incluyendo el grupo control,
aunque de igual forma no se encontraron diferencias significativas en la
comparacion de grupos. En el caso de p38t y pp38, la expresion se vio aumentada
en el grupo suplementado con stevia y muy reducida en el grupo de sacarosa,
mostrando diferencias significativas (p<0.05) en el grupo de stevia en la
comparacion de grupos (Figura 3).

Por otro lado, en el grupo de hembras, la expresion de JNKt y pJNK se vio
incrementada en todos los grupos en comparacion con el grupo control, aunque no
se encontraron diferencias significativas en la comparacién de grupos. La
expresion de ERKt y pERK se mostrd incrementada en todos los grupos en
comparacion con el grupo control, aunque no se hallaron diferencias significativas
en la comparacién de grupos. Finalmente, la expresion de p38t y pp38 se vio
incrementada notablemente en comparacion con el grupo control, a excepcién de
pp38 en el grupo de sacarosa, el cual mostré baja expresion en comparacion con
el control; en ninguno de los casos se hallaron diferencias significativas en la
comparacion de grupos (Figura 4). La expresion de IkBa total y fosforilada no fue
valorable debido a la baja expresion que mostraba la proteina en el analisis de
Western Blot, lo cual no permitié incluirla en el analisis estadistico; sin embargo, la
Figura 5 muestra un blot con baja expresion protéica en todos los grupos
experimentales.

9.2.-Hallazgos histopatolégicos

Para determinar los cambios celulares en tejido periodontal de ratones de la cepa
BALB/c suplementados con edulcorantes comerciales y sacarosa, se procedié al
sacrificio de ratones previamente suplementados durante un periodo de 6
semanas, a los cuales se les realizé la diseccion cuidadosa de maxilares, los
cuales fueron procesados para tincién de Hematoxilina-Eosina.
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Los hallazgos encontrados muestran una tendencia muy clara hacia el aumento en
la cantidad de células del tejido mesenquimatico periodontal subyacente al 6rgano
dentario (Figura 6 y 7), en cuya periferia se observa un aumento en la agrupacion
celular en todos los grupos experimentales a excepcion del grupo de hembras
sacarosa, que muestra aumento de la cantidad de células, pero no la tendencia a
la agrupacion (Figura 6-H, Figura 7-P). Asi mismo, los grupos experimentales
muestran dilatacion capilar, producto del aumento del flujo sanguineo e indicativo
de lesion inicial de gingivitis. Asimismo, los grupos de machos sucralosa y
glucosido de esteviol presentaron alteraciones en morfologia celular, presencia de
figuras mitoticas y leve infiltrado inflamatorio inespecifico.
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Figura 3. Expresion de JNK, ERK y p38 en intestino delgado de ratones macho
suplementados con edulcorantes. (A) Los extractos de proteinas totales obtenidos al final del
estudio fueron usados para evaluar las formas totales y fosforiladas de JNK, ERK y p38 en ratones
machos mediante la técnica de Western Blot. n=4, se muestra un experimento representativo de
cuatro. (B) Andlisis de densitometria (media + E.E) expresado en unidades arbitrarias. Se aplico la
prueba U de Mann Whitney para muestras independientes. *p<0.05 comparado con el grupo
control.
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Figura 4. Expresion de JNK, ERK y p38 en intestino delgado de ratones hembra
suplementados con edulcorantes. (A) Los extractos de proteinas totales obtenidos al final del
estudio fueron usados para evaluar las formas totales y fosforiladas de JNK, ERK y p38 en ratones
machos mediante la técnica de Western Blot. n=4, se muestra un experimento representativo de
cuatro. (B) Andlisis de densitometria (media + E.E) expresado en unidades arbitrarias. Se aplico la
prueba U de Mann Whitney para muestras independientes.
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suplementados con edulcorantes. Se muestra un experimento.
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Machos
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Sucralosa
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Figura 6. Tincion de Hematoxilina-Eosina de cortes sagitales comparativos de maxilar de ratén de
la cepa BALB/c con magnificacion 40X. Se aprecia el tejido periodontal del roedor que consiste en
tejido mesenquimatico rico en fibroblastos y fibras colageno y hueso periodontal. Se nota la
ausencia de raiz dentaria, rasgo caracteristico de los érganos dentarios de ratones. Aumento de la
celularidad en el tejido mesenquimatico de todos los grupos (Fig. B-H). En los grupos de glucésido
de esteviol y sucralosa se observa el mayor aumento en la celularidad tanto en machos como en
hembras (Fig. B-H). Todos los grupos muestran tendencia a la agrupacién celular en la periferia
del 6rgano dentario (Fig. B-G), la cual no es observable con claridad unicamente en el grupo de
hembras sacarosa (Fig. H).
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Figura 7. Tincion de Hematoxilina-Eosina de cortes sagitales comparativos de maxilar de ratén de
la cepa BALB/c con magnificacion 100X. Magnificaciéon de las imagenes mostradas en la Figura 6.
Se observan los rasgos previamente descritos de aumento de la celularidad en el tejido
mesenquimatico de los grupos experimentales, tendencia a la agrupacion celular en la periferia del
6rgano dentario (Fig. J-O), asi como la falta de esta ultima en el grupo de hembras sacarosa (Fig.

P).
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10.- DISCUSION

La obesidad y la enfermedad periodontal son problemas de salud publica cuya
prevalencia e incidencia denotan la falta de acciones de confrontacién en su
patogenia, dentro de lo que se incluyen prevencion general y especifica, asi como
tratamiento de las comorbilidades existentes que pueden ser consecuencia de
ellas o sdlo estar asociadas. La carencia de evidencia cientifica sobre el uso
prolongado de edulcorantes comerciales ha permitido que estos formen parte
integral de la dieta cotidiana de paises desarrollados con el objetivo de disminuir
los efectos deletéreos del consumo de sacarosa en pacientes sanos y aquellos
portadores de enfermedades cronicas degenerativas. El uso de edulcorantes no
nutritivos en las dietas occidentales en respuesta a la asociaciéon de la obesidad
con el alto consumo de hidratos de carbono y su estrecha relacion con
enfermedades cronicas degenerativas, ha recibido una respuesta favorable por
parte de la poblacién debido a sus efectos endulzantes, sin involucrar la respuesta
bioquimica y fisiopatoldégica que genera el alto consumo de sacarosa. Sin
embargo, el consumo cronico de edulcorantes comerciales no ha recibido la
atencion suficiente por parte de la comunidad cientifica en relacion a los efectos
biolégicos que se generan en el consumo prolongado en pacientes sanos y en
cronicos degenerativos. Aunado a esto, se ha incrementado la publicacion de
estudios hipotéticos en paises desarrollados que relacionan el consumo
prolongado de sucralosa con el aumento en la incidencia de enfermedad
inflamatoria intestinal (Qin, 2011). Lo anterior ha guiado nuestro estudio a evaluar
efectos crénicos de edulcorantes en ratones de la cepa BALB/c, dentro del cual
hemos observado tendencias que aportan evidencia de efectos bioldgicos no
antes reportados con el consumo prolongado de estas sustancias.

El analisis de inmunoexpresidon de proteinas pro-inflamatorias reveld una
tendencia al aumento en la expresion de JNK, ERK, y p38 totales y fosforiladas,
en mucosa duodenal en ratones experimentales tanto machos como hembras,
expuestos a sucralosa, glucdsido de esteviol y sacarosa. Estas proteinas
pertenecen a la familia de MAP cinasas (MAPK), las cuales son un grupo
heterogéneo de moléculas implicadas en complejos modelos de senalizacion
acoplados a proteina G, que se mantienen conservadas desde el punto de vista
evolucionista (Keshet et al., 2010). Los componentes JNK, ERK y p38 se activan
en respuesta a diferentes tipos de estimulo y generan respuestas diversas
dependiendo del tipo celular. ERK juega un rol importante en los estimulos de
proliferacion y diferenciacion celular, JNK y p38 se activan en respuesta a estrés
celular y ERKS responde a estimulos mitogénicos (Keshet et al., 2010). Los
resultados obtenidos en la inmunoexpresibn no revelan diferencias
estadisticamente significativas respecto a nuestros grupos controles, pero si
muestran tendencias al aumento de expresion en todos los grupos
experimentales. En la comparacidon de grupos experimentales se nota el aumento
de la celularidad en el tejido mesenquimatico de todos los grupos en comparacion
con el grupo control (Fig. B-H). En los grupos de glucésido de esteviol y sucralosa
se observa el mayor aumento en la celularidad tanto en machos como en hembras
(Fig. B-H). Todos los grupos muestran tendencia a la agrupacion celular en la
periferia del érgano dentario en comparacion con el control (Fig. B-G), la cual no
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es observable con claridad unicamente en el grupo de hembras sacarosa (Fig. H).
En la Figura 7 también se observan los rasgos previamente descritos de aumento
de la celularidad en el tejido mesenquimatico de los grupos experimentales,
tendencia a la agrupacion celular en la periferia del érgano dentario (Fig. J-O), asi
como la falta de esta ultima en el grupo de hembras sacarosa (Fig. P). También se
aprecia pleomorfismo celular en el grupo de machos sucralosa, presencia de
figuras mitoticas en el mismo grupo, asi como presencia de infiltrado leucocitario
inespecifico en el grupo de machos sucralosa y en los machos suplementados con
glucésido de esteviol (Fig. J y K).

La expresion de ERK se ve aumentada en todos nuestros grupos. ERK
desempenfa funciones especificas en diferentes tipos de tejido, dentro de los
cuales la funcion aumentada en la hematopoyesis funge como una de las mas
destacadas, asi como su nula o baja expresiéon que repercute en el desarrollo
craneofacial (Saba-El-Lell, et al., 2016). La participacién en la hematopoyesis de la
sobre activacion de ERK puede suponer una elevacién en la formacién de
precursores linfoides y eritroides, exacerbando la respuesta celular a estimulos
extracelulares, y fomentando el mantenimiento o incremento de la respuesta
inflamatoria. De igual forma, los hallazgos histopatolégicos craneofaciales en los
grupos experimentales, mostraron aumento de la celularidad mesenquimal, lo cual
puede relacionarse con la funcion mitogénica de ERK en los tejidos derivados de
la cresta neural, como el macizo facial.

La participacion de p38 en la respuesta inmunitaria e inflamatoria la convierte en
un eslabon requerido para la evaluacion de los efectos bioldgicos del consumo
prolongado de edulcorantes debido a la demostracién de que la disrupcion de dos
isoformas de p38 genera cambios perjudiciales en la regeneracion tisular,
respuesta inmune innata, procesos inflamatorios y tumorigénesis. De igual forma,
varios modelos de cancer asociado a colitis y carcinogénesis quimica han
involucrado en su biologia la disrupcion de isoformas de p38 (del Barco Barrantes
et al., 2011), lo cual se entrecruza con la hipotesis de la participacion de sucralosa
en el aumento en la incidencia de enfermedad inflamatoria intestinal en Canada
(Qin, 2011), y con la tendencia que muestran nuestros resultados en la expresion
elevada de p38 en su forma total y fosforilada en los grupos suplementados con
glucosido de esteviol y sucralosa. JNK es parecida en su respuesta a p38 y es
estimulada por receptores relacionados con estrés y apoptosis y se acopla a
receptores tirosina cinasa y acoplados a proteina G. A pesar de que se han
identificado pocos blancos citosdlicos para JNK, se ha descrito como una molécula
inductora de apoptosis (Keshet et al., 2010). Esto ultimo concuerda con la
inmunoexpresion de JNK en todos nuestros grupos experimentales, en los cuales
se observa baja expresion, con tendencia a un ligero aumento en el grupo
suplementado con sucralosa, lo cual vuelve a corresponder con los hallazgos
histopatolégicos que muestran aumento de Ila celularidad del tejido
mesenquimatico subyacente al d&rgano dentario en todos los grupos
experimentales, que podemos asociar a la baja expresion de JNK, una molécula
pro-apoptética.

La asociacion tan estrecha de la enfermedad periodontal con procesos
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inflamatorios sistémicos como los observados en la obesidad, diabetes mellitus y
enfermedades autoinmunitarias, permite la relacion de marcadores pro-
inflamatorios en vias de sefializacibn que convergen en lesiones tisulares
comunes en todos estos procesos, que a pesar de generarse en tejidos diferentes,
son producto de la activacion de los mismos sustratos. Travan et al., reportaron la
correlacion positiva de p38 y ERK con la severidad de la enfermedad periodontal,
lo cual establece un punto de convergencia de la expresion de estas moléculas en
tejidos periféricos con posibles efectos a nivel periodontal. Esta idea surge gracias
a la falta de vinculacion entre la expresion sistémica de estos marcadores con la
enfermedad periodontal y los hallazgos en nuestro estudio, asi como la evidencia
disponible que establece que los genes diana corriente debajo de la sefializacion
de MAPK favorece la transcripcion de mediadores inflamatorios como IL-1, IL-6,
TNF-a, COX-2 y MMPs, estableciendo la correlacion entre la activacion de las
MAPKSs, la inflamacion y la pérdida de hueso alveolar (Travan et al., 2013). Debido
a las diferencias morfolégicas y funcionales entre el epitelio intestinal y el tejido del
surco gingival, resultaria controversial comparar los cambios tisulares de los
hallazgos histopatologicos de nuestro estudio con la inmunoexpresion de
proteinas proinflamatorias a nivel intestinal basandonos en diferencias o
similitudes de los mecanismos de absorcion de ambas mucosas y sus
repercusiones en las modificaciones quimicas de los edulcorantes y sus efectos
finales a nivel molecular. Sin embargo, el torrente sanguineo funge como un medio
de diseminacion del edulcorante absorbido a nivel intestinal, que puede generar
cambios en tejidos periféricos como el tejido periodontal aunado a los posibles
efectos locales que el edulcorante podria generar sobre la mucosa del surco
gingival.

A pesar de la falta de diferencias significativas en el estudio cuantitativo del
analisis de bandas de Western Blot, la tendencia creciente de la expresion de
ERK, JNK y p38 en su forma total y fosforilada en mucosa duodenal, y los
hallazgos histopatologicos en el tejido mesenquimatico adyacente al 6rgano
dentario de los grupos experimentales, permite crear un punto de convergencia de
posibles reacciones inflamatorias sistémicas con efectos a nivel periodontal por el
consumo crénico de edulcorantes comerciales. Asimismo, se valida parcialmente
nuestra hipotesis alterna sobre el efecto tisular a nivel intestinal y periodontal de la
activacion de la via de las MAPKSs, ERK, p38 y JNK en ratones de la cepa BALB/c
expuestos al consumo cronico de edulcorantes comerciales.
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11.- CONCLUSIONES

El presente estudio ha evidenciado que el consumo cronico de estas sustancias
genera posibles cambios pro-inflamatorios a nivel intestinal, confirmando
sospechas hipotéticas de la literatura cientifica que los relacionan con el aumento
en la incidencia de enfermedad inflamatoria intestinal. De igual forma se encontro
un punto de convergencia entre la expresion sistémica de ERK, JNK y p38 y
cambios histopatologicos a nivel periodontal en ratones de la cepa BALB/c, lo que
genera nuevos paradigmas para evaluaciones futuras de los efectos biologicos del
consumo de edulcorantes en la salud y la enfermedad.

12.- PERSPECTIVAS FUTURAS

Los hallazgos en nuestro estudio aportan evidencia sobre posibles interacciones
entre el consumo de edulcorantes no nutritivos de manera crénica con la
estimulacion de vias proinflamatorias en mucosas intestinal y tejido periodontal. Lo
anterior nos orienta a seguir la busqueda de posibles marcadores moleculares de
inflamacion en mucosas de modelos animales de consumo cronico de
edulcorantes. Nuestro estudio puede seguir el mismo curso, incluyendo analisis de
inmunohistoquimica de las muestras obtenidas en maxilares de raton, asi como
también expandir el analisis de inmunoexpresion a otros tejidos como tejido renal,
en donde el analisis de inmunohistoquimica también podria aportar evidencia
sobre el efecto de los edulcorantes en esta localizacion. Todo lo anterior nos
aportara la evidencia necesaria para correlacionar el consumo cronico y extendido
de edulcorantes con sus efectos sistémicos a largo plazo, y poder validar las
hipdtesis existentes hasta el momento, que relacionan el consumo de estos
productos con enfermedades autoinmunitarias.
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ANEXOS

ANEXO 1: Férmulas de soluciones para la preparacion de geles de
acrilamida.

ACRILAMIDA/BIS 30%, 2.67%

e 146 gr de acrilamida (Nota: Altamente neurotoxica, utilizar doble guante
y cubrebocas) [Sigma — Aldrich].
e 4 gr de N'N metilene-bis-acrilamida [Sigma — Aldrich]

Disolver en 300 mL de agua destilada, mezclar bien y completar a 500 mL. Filtrar
la solucion con gasa.
Almacenar en frasco ambar o envolver en papel aluminio y almacenar a 4°C

GEL DE CORRIDA 30%.

7.5% 10% 12%
Agua destilada 4.8 mL 4 mL 3.3 mL
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5mL 25mL | 25mL
SDS 10% 100 uyL | 100 yL | 100 uL
Acrilamida/bis 30%, 2.67 | 25mL | 3.3mL | 4.0mL
APS 10% 100 yL | 100 yL | 100 uL
TEMED 25 uL 25 uL 25 uL
Volumen total 10 mL 10 mL 10 mL

e Tris1.5MpH8.8
e 18 gr de Tris base. Disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a
8.8 y aforar a 100 mL con agua destilada.
e Lauril Sulfato de Sodio 10% (SDS 10%) [Sigma — Aldrich].
e 10 gr de SDS, disolver en 70 mL de agua, evitando hacer espuma,
completar a 100 mL con agua destilada.
e Persulfato de Amonio 10% (APS 10%) [Sigma — Aldrich].
e 1 gr de Persulfato de Amonio en 10 mL de agua destilada.
Almacenar a 4°C.

GEL DE APILAMIENTO 4%

4%
Agua destilada 6.1 mL
Tris 0.5 M pH 6.8 25 mL
SDS 10% 100 uL
Acrilamida/bis 30%,2.67 1.33 mL
APS 10% 100 pL
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TEMED 25 uL
Volumen Total 10 mL

e Tris0.5MpHG.8
e 6 gr de Tris base. Disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a
6.8 y aforar a 100 mL con agua destilada.
e Lauril Sulfato de Sodio 10% (SDS 10%) [Sigma — Aldrich]
e gr de SDS, disolver en 70 mL de agua, evitando hacer espuma,
completar a 100 mL con agua destilada.
e Persulfato de Amonio 10% (APS 10%) [Sigma — Aldrich].
e 1 gr de Persulfato de Amonio en 10 mL de agua destilada.
Almacenar a 4°C.

BUFFER DE CORRIDA (RUNNING BUFFER) 5X.

e 15 gr de Tris base [Sigma — Aldrich].
e 72 grde glicina [Sigma — Aldrich].

Disolver en 700 mL de agua destilada y completar 1 L, filtrar con gasa doble.
Almacenar a T° ambiente.

BUFFER DE CORRIDA 1X

e 200 mL de buffer de corrida 5X.
e 10 mL de SDS 10%
e 790 mL de agua destilada.
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ANEXO 2: Férmulas de soluciones para procedimiento de tincion
HEMATOXILINA DE MAYER

50 g de alumbre de amonio
1000 mL de agua destilada

1 g de cristales de hematoxilina
0.2 g de yodato de sodio

1 g de acido citrico

50 g de hidrato de cloral

EOSINA-FLOXINA

1 g de eosina Y hidrosoluble mezclada con 100 mL de agua destilada
(Stock de eosina).

e 1 g de floxina B mezclada con 100 mL de agua destilada (Stock de
floxina).

100 mL de solucion stock de eosina.

mL de solucion stock de floxina.

780 miLde etanol al 95%.

4 mL de acido acético.



