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1. RESUMEN

Se piensa que los edulcorantes implementados en productos de la industria alimentaria
pueden provocar obesidad, resistencia a la insulina y diabetes mellitus, al actuar por
mecanismos moleculares y fisioldgicos a nivel de tejido adiposo, generando inflamacién

cronica, aumento de celularidad y aumento de volumen por célula del tejido adiposo.

El objetivo de este trabajo fue el determinar tamafio y nimero de adipocitos en tejido
adiposo gonadal y mesentérico, asi como infiltrado leucocitario en un modelo murino de
suplementacién con edulcorantes artificiales y naturales, nutritivos y no nutritivos. Para
este fin, se realizd un estudio experimental con tejido adiposo de ratones de la cepa
BALB/c, empleando microscopia 6ptica y de fluorescencia para evaluar la morfologia y
namero de adipocitos, numero de leucocitos infiltrados en el tejido adiposo gonadal y
mesentérico y la intensidad media de fluorescencia de lipocalina-2; proteina sintetizada
como citocina/adipocina con efectos antiinflamatorios a nivel tisular en respuesta a

procesos inflamatorios cronicos.

Nuestros resultados demostraron que la suplementacién cronica con edulcorantes
afecta el tamafio y nimero de adipocitos de un modelo murino, con una tendencia de
mayor tamafio en la suplementacién con sacarosa y glucosidos de esteviol, y una
disminucién del mismo con sucralosa. De forma contraria, se observo una disminucion
de leucocitos en el grupo suplementado con glucésidos de esteviol y aumentado en
sucralosa y sacarosa. Asimismo, observamos la influencia de los edulcorantes sobre la
expresion de lipocalina-2 a nivel de tejido adiposo gonadal y mesentérico, con una
tendencia a mayor expresion en animales suplementados con sacarosa, y menor
expresion con glucosidos de esteviol. De forma general, se observd que la
suplementacién cronica con edulcorantes promueve el incremento del tamafo
adipocitico e infiltracion leucocitaria, ademas de la expresion de lipocalina-2 en ratones,
esto podria predecir efectos similares en humanos y su influencia en el desarrollo de la

obesidad.



2. INTRODUCCION

En la época contemporanea, las enfermedades cronico degenerativas se han
posicionado como una causa importante de muerte a nivel internacional, solo después
de los accidentes, que ocupan la primera causa de mortalidad, resaltando a su vez la
morbimortalidad que ocasionan sus complicaciones y secuelas, no siendo nuestro pais
la excepcion a dicha estadistica (1). Entre dichas enfermedades se contemplan la
obesidad, diabetes mellitus y la resistencia a la insulina. Se sabe que las causas de
incidencia elevada de estas enfermedades en su mayoria son multifactoriales,
residiendo principalmente en una dieta cada vez mas desbalanceada a expensas de un
mayor contenido caldrico con menor contenido proteico, sumado a un estilo de vida con
predisposicién cada vez mayor al sedentarismo con poca actividad fisica y un modo de

produccion en la industria y empleos con incluso nula actividad (2).

Motivo de ello y con el fin de disminuir la mortalidad a nivel mundial, distintas empresas
de la industria alimenticia han implementado en sus productos las utilizacion de
edulcorantes sustitutos de la sacarosa para igualar el nivel de dulzura y a su vez
disminuir su contenido energético, disminuyendo la prevalencia de obesidad y
mortalidad por sus complicaciones; sin embargo, pocos estudios han evidenciado la
influencia in vivo de dichos edulcorantes y su accion en la disminucién de obesidad y
sobrepeso. Por tal motivo, diferentes investigaciones han tratado de estudiar los
mecanismos moleculares, a nivel histolégico y por anatomia patolégica, para encontrar

evidencia sobre la verdadera utilidad de edulcorantes nutritivos y no nutritivos.

Nuestro estudio se ha dirigido al andlisis de diferentes edulcorantes utilizados por la
industria alimenticia para determinar algunos de sus efectos sobre el tejido adiposo
gonadal y mesentérico en ratones de la cepa BALB/c, tomando en cuenta las
caracteristicas morfologicas y el numero de adipocitos en estos tejidos, ademas de la
densidad de infiltracion leucocitaria en los mismos. Por otro lado, se analizé la relacion
de la expresion de lipocalina-2 en tejido adiposo al tratamiento cronico de edulcorantes,

que se piensa esta implicada en la disminucion de la inflamacién crénica durante la



obesidad siendo un aspecto fundamental de esta citocina la promocion de tolerancia a
la glucosa y respuesta a la insulina por parte de los tejidos dependientes de la misma,
entre ellos y con gran importancia por su rol en la obesidad, el tejido adiposo

propiamente dicho (3).



3. ANTECEDENTES

3.1. EDULCORANTES

3.1.1. DEFINICION DE EDULCORANTE

El término edulcorante hace referencia a aquel aditivo alimentario que es capaz de
mimetizar el efecto dulce del principal edulcorante conocido, la sacarosa o azucar de
mesa y que, habitualmente, aporta menor energia (4). Algunos son extractos naturales,
mientras que otros son sintéticos. En este Ultimo caso se denominan edulcorantes
artificiales. El nuevo patrén de consumo, caracterizado por el consumo elevado de
alimentos procesados con modificaciones que afectan el contenido en grasa y
azucares, se aleja notablemente del patron alimentario mediterraneo. En este sentido,
los alimentos edulcorados muestran una expansion exponencial tanto en los de aporte
energético pleno como en aquellos supuestamente reducidos en energia. La presion
industrial en estos patrones de consumo de alimentos juega un papel fundamental, por
lo que resulta esencial clarificar las posiciones de eficacia, y seguridad de estas

sustancias para trasladar una informacion clara a los consumidores (5).

3.1.2. CLASIFICACION DE LOS EDULCORANTES

Los edulcorantes se clasifican en funciébn de su contenido cal6rico (calérico o no
calorico), segun su origen (natural o artificial) 0 segun su estructura quimica, como se

muestra en la tabla 1.



Tabla 1: Clasificacion basica de los edulcorantes (4).

Clasificacion de edulcorantes

Caléricos | Naturales | Azlcares Sacarosa, glucosa, dextrosa,

fructosa, maltosa

Edulcorantes Miel, jarabe de arce, azUcar de
naturales caléricos palma o de coco, jarabe de
sorgo
Artificiales | Azlcares Jarabe de maiz, caramelo
modificados

Alcoholes del aztucar | Sorbitol, xilitol, manitol, eritritol,
lactitol, glicerol.

No- Naturales | Edulcorantes Stevia, taumatina, pentadina,
caléricos naturales sin calorias | minelina
Artificiales | Edulcorantes Aspartamo, sucralosa,
artificiales sacarina, ciclamato.

3.1.3. EDULCORANTES Y REGULACION DEL APETITO

ESTIMULACION DE FASE ENCEFALICA DE LOS EDULCORANTES

La estimulacién de fase encefélica supone una serie de reacciones de respuesta dentro
de un organismo a nivel metabdlico y mecanico, resaltando el papel propio del aparato
digestivo, que se prepara para la llegada de alimentos y que lleva a cabo el proceso
digestivo, absorcion de nutrientes y colocacion de los mismos en torrente sanguineo
para la disposicion del resto de las células del organismo. La estimulacién enceféalica
incluye el propio condicionamiento y aprendizaje por motivos psicolégicos y la
estimulacién directa por nutrientes dentro de la cavidad oral y sentido del gusto, a
través de la estimulacién de las papilas gustativas, cuyos nervios sensoriales, nervio

glosofaringeo (noveno par craneal), vago (décimo par craneal) y facial (séptimo par



craneal), conducen la informacion de gustativa al tracto solitario, al talamo y a la insula
de Reil, ubicada en el extremo inferior de la circunvolucion poscentral de la corteza

cerebral (6).

Al respecto, algunas investigaciones sostienen la hipotesis de que la falta de activacion
de la respuesta de fase encefélica puede incrementar el riesgo de obesidad, y
contrariamente, otras plantean que la activacion de respuestas en fase encefélica, a
partir de ingerir o simplemente con la exposicion a alimentos dulces, puede resultar

problematico pues estimula tanto el apetito como el consumo de alimentos (7).

EFECTOS NUTRITIVOS Y OSMOTICOS

Se sabe que el estbmago proporciona sefales de apetito, basandose principalmente en
el volumen que pueda estar o no dentro del mismo, mientras que por el contrario, el
intestino es mas sensible a las sefiales de presencia de nutrientes, si bien esta
hipétesis no parece cumplirse de forma rigida como implica la presencia de
osmoreceptores a nivel intestinal y quimoreceptores a nivel gastrico (6). Aquellas
bebidas que contienen edulcorantes caléricos contienen mas energia en relacion a la
carga osmotica encontrada; no obstante, la carga osmotica puede ser igual respecto a

algunas bebidas con edulcorantes no caléricos o incluso menor (8).

3.1.4. (;EDULCORANTES COMO PROMOTORES DE OBESIDAD?

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un
indicador simple de la relacién entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para
identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se calcula dividiendo el peso de

una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (Kg/m?). En el caso de los



adultos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso y la obesidad

como se indica a continuacion (9).

e Sobrepeso: IMC entre 25-29.
e Obesidad: IMC igual o superior a 30.

El IMC proporciona la medida mas util del sobrepeso y la obesidad en la poblacion,
pues es la misma para ambos sexos y para los adultos de todas las edades. Sin
embargo, hay que considerarla como un valor aproximado, porque puede no
corresponderse con el mismo nivel de grosor en diferentes personas. Desde 1980, la
incidencia de obesidad se ha incrementado en mas del doble en todo el mundo. En
2014, mas de 1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los
cuales, mas de 600 millones eran obesos (10). Para el mismo afio, el 39% de las
personas adultas de 18 o mas afios tenian sobrepeso, y el 13% eran obesas (11). La
mayoria de la poblacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad se
cobran mas vidas de personas que la insuficiencia ponderal. En 2014, 41 millones de

nifios menores de cinco afios tenian sobrepeso o eran obesos (12).

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre
calorias consumidas y gastadas. A nivel mundial ha ocurrido un aumento en la ingestion
de alimentos de alto contenido cal6rico que son ricos en grasa, sumado a un descenso
en la actividad fisica debido a la naturaleza cada vez mas sedentaria de muchas formas
de trabajo, los nuevos modos de transporte y la creciente urbanizacion (11). A menudo
los cambios en los habitos alimentarios y de actividad fisica son consecuencia de
cambios ambientales y sociales asociados al desarrollo, asi como de la falta de politicas
de apoyo en sectores como la salud, la agricultura, el transporte, la planificacion
urbana, el medio ambiente, el procesamiento, distribucion y comercializacion de

alimentos, y la educacion (13).

Diversos estudios indican que varios edulcorantes no nutritivos pueden ayudar en la
disminucién de la incidencia y progresion de la obesidad y diabetes mellitus tipo 2
debido a sus caracteristicas endulzantes con menor aporte calérico con el subsecuente

menor almacén de grasas y carbohidratos y producciéon de la insulina para la
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estimulacién de anabolismo (14). Otros estudios sugieren que varios edulcorantes no
nutritivos, entre ellos glucosidos de esteviol, sucralosa, sacarina y aspartamo, pueden
paradojicamente dirigir la ganancia de peso en diferentes situaciones, por ejemplo, en
un estudio en ratas que consumieron liquidos endulzados con sacarina se comprobo
que tuvieron un incremento en el consumo de alimentos y mayor ganancia de peso,
comparado con ratas que consumieron liquidos endulzados con glucosa; en
controversia con individuos que consumieron glucésidos de esteviol, un edulcorante no
nutritivo natural proveniente de la planta Stevia rebaudiana, quienes tuvieron
significativamente menores niveles de glucosa postprandial que los que consumieron
sacarosa, mientras que los que consumieron sacarosa resultaron en ganancia de peso
(15,16).

En un estudio que utilizé ratones incluidos en un programa de alimentacién a base de
dieta alta en grasas (high-fat diet, HFD), el tratamiento suplementario con sacarosa
disminuyo el consumo diario de alimentos e incremento la ganancia de peso en ratones
obesos. Ademas, incrementd la ganancia neta de masa de tejido adiposo blanco y
tamafio de los adipocitos incluidos en éste. Por otro lado, el suplemento con
edulcorantes no nutritivos incrementoé la masa de tejido adiposo blanco, en comparacion
con el grupo control, ademas se vieron incrementados los niveles de de glucosa sérica
en el grupo tratado con sacarosa. Los niveles de leptina en tejido adiposo blanco fueron
significativamente mas altos en ratones obesos tratados con edulcorantes no nutritivos,
en comparacién con los ratones controles, esto pudiera significar que la suplementacion
con edulcorantes puede propiciar el incremento en la obesidad en humanos y no su

disminucién como se ha pensado (15).



3.1.5. CARACTERISTICAS DE LOS EDULCORANTES NO CALORICOS

GLUCOSIDOS DE ESTEVIOL

La Stevia rebaudiana es una pequefa planta perenne que crece hasta 65-80 cm de
altura, con hojas sésiles, dispuestas de manera opuesta. Las diferentes especies de
Stevia contienen varios compuestos dulcificantes potenciales, siendo S. rebaudiana la

mas dulce de todas (16).

Las hojas de Stevia contienen una mezcla compleja natural de ocho glicésidos de
diterpeno dulces, incluyendo isoestevioles, estevidsidos, rebaudiésidos, esteviolbidsidos
y dulcésida A. De los diversos glicosidos de esteviol (SGs), esteviosido y rebaudiosido
A son los principales metabolitos de uso comercial, siendo estos compuestos de 250 a
300 veces mas dulces que la sacarosa. Tienen propiedades sensoriales y funcionales
superiores a las de muchos otros edulcorantes de alta potencia y es probable que se
conviertan en una fuente importante de edulcorante natural para el creciente mercado
de alimentos. Son capaces de ejercer efectos beneficiosos sobre la salud humana lo
que los ha convertido en un é&rea interesante de investigacion en nuestros dias (17).
Han sobresalido entre los edulcorantes por sus amplias aplicaciones médicas,
antimicrobianas, antimicéticas, antihipertensivas, antihiperglucémicas, antiinflamatorias
e inmunomoduladoras (16). El extracto de hoja de Stevia se ha utilizado
tradicionalmente en el tratamiento de la diabetes. Su ingestibn causa una ligera
supresion de los niveles de glucosa en plasma y un aumento significativo de la
tolerancia a la insulina en humanos adultos normales, ademas, los SG tienen un efecto
potenciador sobre la secrecion de insulina al actuar directamente sobre las células B sin
alterar la actividad del canal de K+/ATP y el nivel de cAMP en los islotes de
Langerhans, documentando asi al estevidsido y el esteviol como potentes agentes
antihiperglucémicos (18). Por otro lado, el esteviésido puede regular los niveles de
glucosa en sangre aumentando no sélo la secrecion de insulina, sino también la

utilizacion de insulina en ratas con deficiencia de insulina (16).



La obesidad es el trastorno nutricional mas comuan; es un estado de exceso de
acumulacion de grasa en el cuerpo. En términos clinicos, la obesidad es una condicién
de exceso de peso corporal superior al 20% por encima del peso corporal ideal. En los
altimos afos, el sobrepeso y la obesidad han aumentado notablemente y los factores
gue contribuyen incluyen un entorno social que apoya la inactividad fisica, el consumo
excesivo de alimentos y las opciones de alimentos poco saludables (2). El sobrepeso y
la obesidad, es un factor de riesgo importante asociado con un gran namero de
problemas de salud incluyendo hipertension, hiperlipidemia, diabetes, riesgos
quirurgicos, problemas pulmonares y renales, complicaciones del embarazo y cierto tipo
de cancer (3). Los edulcorantes de Stevia en alimentos y bebidas ofrecen alternativa de
uso por su calidad baja en calorias, lo que ayudaria como medida de control de peso y
promocién de la disminucion del mismo. Recientemente se ha demostrado que la
ingestion de esteviol en altas dosis promueve la reduccion en el peso corporal, como se

ha experimentado en ratas (19).

SUCRALOSA

La sucralosa es un edulcorante obtenido a partir de sacarosa en el que tres grupos
hidroxilicos de las posiciones 4, 1y 6 se sustituyen por 3 atomos de cloro para formar el
compuesto 4,1'.6'-tricloro galactosacarosa, también conocido como 1,6-dicloro-1,6,4-
desoxi-a-D-galactopirandsido, a menudo abreviado en la nomenclatura quimica como
4,1',6'-trideoxi-galacto-sacarosa (20). El consumo de sucralosa se ha incrementado por
su composicién no calérica, estable a altas temperaturas y en medio acido y no
hidrolizable incluso durante la digestion o metabolismo en virtud de la extrema
estabilidad de sus enlaces carbono-cloro (21). Presenta la importante caracteristica de
no interactuar quimicamente con otros alimentos, siendo estable en presencia de etanol
y capaz de ser almacenado por mas de un afio, manteniendo el 99% de su sabor

original (20).
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Otra caracteristica de la sucralosa es la no interferencia en la utilizacion y absorcioén de
glucosa, el metabolismo de los carbohidratos y la secrecion de insulina, por lo tanto, es
una sustancia segura que puede ser ingerida por pacientes diabéticos, sin estimular la
secrecion de insulina ni reducir la concentracion plasmatica de glucosa (22). Ademas,
los estudios clinicos concluyeron que la sucralosa no es ni acidogénica ni cariogénica
(23). A principios de 1998, la Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en
inglés), después de evaluar 110 estudios en animales y seres humanos, aprobd la
sucralosa como aditivo alimentario en 15 variedades de alimentos y bebidas (24). En
1999, esta aprobacion se extendié a su utilizacion como edulcorante para uso general
en todos los alimentos, bebidas convencionales, suplementos vitaminicos dietéticos y

dietas médicas (25).

Se ha comprobado que cuando la sucralosa se administra por via intravenosa a ratas a
una dosis de 2 a 20 mg/Kg de peso corporal, se excreta hasta un 80% por la orina'y 9%
a 16% a través de las heces; sin embargo, cuando se administra por via oral a dosis de
10 a 1000 mg/Kg, la excrecion urinaria es inferior al 5%, lo que demuestra que la
sucralosa estd mal absorbida en el tracto intestinal y es casi totalmente excretada en
forma inalterada a través de las heces en las primeras 24 horas, independientemente
de la dosis y el sexo de los animales (26). Un estudio de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Washington utiliz6 17 sujetos a los que se les aplico una dosis Unica 48
mg de sucralosa en 60 mL de agua, demostrando mayor secrecion de insulina (20%),
mayores niveles de glucosa y una disminucién en la aclaracién de insulina (7%),
indicando de esta forma una disminucion de la sensibilidad a la insulina respecto a los
controles (27). Dado que el uso de la sucralosa, uno de los edulcorantes mas nuevos
de alto poder edulcorante, ha ido aumentando gradualmente, se necesitan nuevos

estudios para atestiguar su consumo seguro (28).
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3.2. GENERALIDADES DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un tejido conjuntivo especializado que cumple una funcién
importante en la homeostasis energética. Sus células funcionales son los adipocitos,
que almacenan el exceso de energia en forma de triacilgliceroles, una forma dindmica
de almacenamiento de energia. Los adipocitos regulan el metabolismo energético
mediante la secrecion de sefiales autocrinas, paracrinas y endocrinas. Existen dos tipos
de tejido adiposo, el tejido adiposo unilocular o blanco que predomina en seres
humanos adultos y el multilocular o pardo (29).

3.2.1. TEJIDO ADIPOSO UNILOCULAR

El tejido adiposo unilocular (en donde los lipidos se almacenan en un solo
compartimento) o blanco forma una capa llamada paniculo adiposo o hipodermis en el
tejido conjuntivo subcutaneo del abdomen, regién glutea, axila y muslo. Sus
localizaciones internas son el omento mayor, mesenterio, espacio retroperitoneal,
plantas y palmas y pericardio visceral. Dentro de sus funciones se encuentra el
aislamiento térmico, amortiguar los 6rganos vitales y secrecion hormonas, entre ellas,
adiponectina, leptina y mediadores de la inflamacion siendo su principal funcion el
almacenaje de energia en forma de triglicéridos, cuyo porcentaje en el citoplasma de
esta célula puede ser de hasta un 90% (30). La morfologia propia de estas células se
caracteriza por ser unilocular, esferoidal, con nucleo aplanado, borde de citoplasma vy
diametro grande (15 a 150 um) (29). Sus principales factores de transcripcion son el
PPAR-gamma, un receptor nuclear cuya activacion es capaz de estimular la
movilizacion de la reserva lipidica, y el RXR, un receptor nuclear activado por el acido
retinoico, aunque con menor relevancia (30). Presenta mitocondrias poco desarrolladas,
pocas fibras nerviosas simpaticas, pocos vasos sanguineos y lipogénesis disminuida

como respuesta al frio (29).
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La cantidad de tejido adiposo en una persona esta determinada por dos sistemas
fisioldgicos: uno asociado a la regulacion de peso a corto plazo y otro relacionado a
largo plazo (31). El primero controla el apetito y el metabolismo en forma cotidiana,
regulando la ingestion de alimentos y la produccion de energia de un organismo
durante el dia. Las hormonas que se relacionan con este efecto son la ghrelina, la cual
es una hormona sintetizada por la mucosa del estbmago con efecto orexigeno que
actla a través de receptores en el hipotalamo para aumentar la sensacion de hambre y
con ello promover la ingestién de calorias y la recuperacion de los depdsitos de energia
para produccidon de trabajo subsecuentemente y el péptido tirosina tirosina (PYY), un
péptido encontrado en las células L de la mucosa intestinal que suprime el apetito,
inhibe la motilidad géastrica e incrementa la absorcion de agua y electrdlitos en el colén,

ademas de suprimir la funcién pancreatica (30).

El segundo sistema que controla el metabolismo y el apetito de forma prolongada es a
través de la insulina (hormona anabolizante por excelencia producida esencialmente en
las células beta del pancreas endocrino) y la leptina, hormona liberada por el tejido
adiposo cuya funcion consiste en suprimir los efectos de hormonas orexigénicas y
estimular la funcion de las hormonas anorexigénicas a nivel del hipotalamo (31). La
deficiencia de leptina aumenta la ingestién de alimento, comprobado con la crianza de
ratones cuya deficiencia total de dicha hormona o en su defecto la ausencia de su
receptor a nivel hipotalamico se ha relacionado con mayor ingestion calérica y con ello

mayor incidencia de obesidad (30).

MOVILIZACION DE DEPOSITOS LIPIDICOS

La movilizacion de los depdésitos de grasa por via nerviosa es de particular importancia
durante los periodos de ayuno y de exposicion a frio intenso. La movilizacién por via
endocrina comprende un sistema complejo de hormonas y sistemas que controla la
liberacion de acidos grasos desde los adipocitos. Tales hormonas comprenden las
propias de la glandula tiroides, esteroides suprarrenales, glucagén y hormona de
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crecimiento (31). Durante este proceso, los triacilgliceroles son degradados en acidos
grasos y glicerol, siguiendo una secuencia definida de pasos: primeramente, se produce
la movilizacion de los depodsitos adipociticos por medio de la accidén de lipasas para
hidrolisis de los mismos, lo que resulta en la liberaciéon de una molécula de glicerol y 3
acidos grasos correspondientes (30, 31). Por un lado, el glicerol se convertira gracias a
una serie de enzimas en glucosa, principal fuente de energia en el organismo humano y
la mayoria de los vertebrados, mientras que los acidos grasos ejercen la mayoria de
sus funciones como precursores de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos,
vitales para la respuesta inflamatoria y la regulacion de la temperatura corporal;
ademas, son esenciales para la formacién de las estructura de las membranas

celulares (29).

3.2.2. TEJIDO ADIPOSO MULTILOCULAR

Este tipo de tejido se encuentra en gran cantidad en el periodo neonatal. Pueden
encontrarse algunos restos en los adultos en el espacio retroperitoneal, region cervical
profunda y supraclavicular, regiones interescapulares, paravertebral y mediastino. Su
principal funcién es la produccién de calor (31). En este tipo de tejido los adipocitos son
multiloculares, esferoidales, nucleo excéntrico redondeado, diametro pequefio de 10 a
20 um, contiene abundantes mitocondrias bien diferenciadas, gran densidad de fibras
nerviosas simpaticas y tejido muy vascularizado cuya lipogénesis aumenta con la
exposicion al frio. Este tejido disminuye hacia la vida adulta, siendo su funcién
termogénica la de principal importancia durante el periodo neonatal (29).

3.2.3. DESARROLLO EMBRIONARIO Y POSTNATAL DEL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo no es detectado macroscopicamente durante la vida embrionaria.

Comienza su desarrollo en el ultimo trimestre de la gestacién con pequefias arteriolas
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gue pueden ser encontradas en la vecindad de pequefios cumulos de células adiposas.
Estos cumulos no cambian antes del nacimiento (31). A partir del quinto mes de vida
fetal, los cumulos de células adiposas se denominan adipoblastos, que pronto se
diferencian en pre-adipocitos que aun no son capaces de acumular triacilgliceroles.
Posteriormente, se diferencian a adipocitos maduros, que predominan en la vida fetal,
para posteriormente en la vida posnatal adquirir su propiedad final de adipocitos
maduros, que no posen capacidad para dividirse, pero si de almacenar grandes

cantidades de gotas lipidicas (31).

3.2.4. FACTORES ADIPOGENICOS Y ANTIADIPOGENICOS

El factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) es el primer requerimiento
hormonal para generar adipocitos a partir de adipoblastos (32). Zeelak y Green
reportaron que el requerimiento de hormona de crecimiento (GH) es seguido de un
incremento de respuesta a IGF-1 (33). Esta observacién afirma que la aplicacién
exdgena de IGF-1 es obligatoria y suficiente para la diferenciacion de células 3T3-L1,
células de estirpe adipocitica muy similares a los fibroblastos (34, 35). Se ha
comprobado que la insulina, IGF-1 y sus receptores median la maxima expresion de la
diferenciacion terminal (33, 34). Por otro lado, el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) han sido destinados
como sustancias antiadipogénicas (35). En cuanto al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa), se ha demostrado que inhibe la expresion de sustancias especificas de
diferenciacion de adipocitos, como la adiponecina (32). Estudios in vivo han demostrado
el efecto positivo sobre la sensibilidad a la insulina por parte de los estrégenos vy la
disminucién de la misma por los androgenos (32, 33). Probablemente la correlaciéon
entre androgenos y estrogenos sea un factor determinante en el tamafio adipocitico a
través de vias de sefalizacion por IGF-1, influyendo a su vez en el sobrepeso,

obesidad, y resistencia al insulina (33).
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3.3. INTERACCION DEL TEJIDO ADIPOSO Y EL SISTEMA INMUNOLOGICO

3.3.1. GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmunoldgico es un conjunto de células y érganos que le permiten mantener
la homeostasis o equilibrio interno frente a agresiones externas, ya sean de naturaleza
biolégica (agentes patdgenos) o fisico-quimica (como contaminantes o radiaciones), e

internas (por ejemplo, células cancerosas) (36).

Este sistema es vital para el mantenimiento del organismo sano; sin embargo, es un
arma de doble filo, ya que sistema inmune hiperactivo puede producir enfermedades,
llegando a reconocer lo propio como extrafio, con la consecuente defensa contra lo
supuesto extrafio lesionando tejidos vitales para la supervivencia y que en ocasiones
pueden llegar a ser mortales (37). El sistema inmunitario normal tiene tres propiedades
fundamentales: su repertorio es capaz de reconocer una gama muy amplia de
microorganismos patdégenos; memoria inmunitaria: para generar respuestas antes
presentes de forma mas rapida y eficiente y; tolerancia inmunitaria: para evitar lesiones

a los tejidos propios (38).

3.3.2. INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA

El sistema inmune se divide en dos ramas basicas: la inmunidad innata y la adaptativa.

La inmunidad innata se compone principalmente de barreras mecanicas y quimicas que
bloquean la entrada de microorganismos, células innatas (macréfagos, células
dendriticas, células polimorfonucleares y linfocitos NK) y el sistema del complemento.
Las dos reacciones basicas mas importantes de la respuesta innata son la inflamacion y

la defensa contra microorganismos patogenos en general (37, 38).

La inmunidad adaptativa se encuentra conformada principalmente por linfocitos By Ty

sus productos, como los anticuerpos y las citocinas. Se subdivide a su vez en

16


https://es.wikipedia.org/wiki/Homeostasis
https://es.wikipedia.org/wiki/Agente_biol%C3%B3gico_pat%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer

inmunidad humoral, mediada en mayor parte por linfocitos B, cuyas secreciones se
componen mayoritariamente de anticuerpos que protegen frente a los microorganismos
y sus toxinas; e inmunidad celular, mediada primariamente por linfocitos T, que son
responsables de la proteccion en infecciones por microorganismos intracelulares y de la

regulacion general del sistema inmunoldgico (37).

Por otro lado, las citocinas son proteinas solubles producidas principalmente por las
células del sistema inmunolégico, tanto innatas como adaptativas, que interaccionan
con receptores celulares especificos que participan en la regulacion de la
supervivencia, crecimiento, diferenciacion y activacion de otras células. Algunas tienen
propiedades pro-inflamatorias, como las interleucinas (IL) 1, 6, 12 y el TNF-alfa,
mientras que otras tienen actividad anti-inflamatoria, como la IL-10 y TGF-beta (37). El
TNF-alfa y la IL-6 resultan elevados en el suero de individuos obesos (38).
Subsecuentemente, dichos factores inducen la activacion de vias intracelulares que
regulan negativamente la accion de la insulina en los adipocitos y hepatocitos. Células
inmunes antiinflamatorias como macrofagos, células T reguladoras y eosindfilos,
ejercen una funcion antiinflamatoria al secretar IL-10 y se encargan de mantener la

sensibilidad a la insulina (39).

3.3.3. PAPEL DE LAS CELULAS INMUNITARIAS EN EL TEJIDO ADIPOSO

MACROFAGOS Y TEJIDO ADIPOSO

Los macrdéfagos comprenden 10 a 15 % del estroma vascular (sistémico). Durante el
proceso inflamatorio podemos encontrar dos tipos principales de macréfagos: los M1,
con funcion es proinflamatoria y estan encargados de la defensa contra organismos
extrafios, presentacion de antigenos y secrecion de citocinas proinflamatorias como la
IL-1beta; y los M2, cuya funcion antiinflamatoria por medio de citocinas como la IL-10 y
TGF-beta promueven la desaparicion del evento agudo inflamatorio, conllevando a una

pronta recuperacién de la respuesta inicial. Se ha observado que, en individuos con
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diabetes, tanto el interferon gamma (IFN-gamma) como algunos lipopolisacaridos
polarizan la diferenciacion de los macrofagos hacia la estirpe M1, mediando la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias (40).

NEUTROFILOS Y TEJIDO ADIPOSO

Los neutrdfilos son rapidamente reclutados a tejidos infectados. Los pacientes obesos
exhiben incrementos significativos de proteinas derivadas de neutrofilos, incluyendo

myeloperoxidasa y calprotectina (41).

EOSINOFILOS Y TEJIDO ADIPOSO

Se ha demostrado que el numero total de eosinofilos se encuentra reducido en el tejido
adiposo de obesos de forma inducida (DIO) y ratones ob/ob, en los que la produccién

de leptina se encuentra ausente de forma congénita (42).

CELULAS DENDRITICAS:

Son un tipo de células especializadas cuya funcidn principal es procesar material
antigénico, devolverlo a su superficie y presentarlo a los linfocitos T para iniciar la
respuesta celular y humoral (43). Estas células estan incrementadas en tejido adiposo

de individuos obesos (44).
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LINFOCITOS Y TEJIDO ADIPOSO

Se ha observado que el niumero total de células T se encuentra incrementado en la
lesion crénica en el tejido adiposo en condiciones de obesidad y sobrepeso como
respuesta a factores especificos producidos por el tejido adiposo (45). Las células T
reguladoras estan relativamente aumentadas en tejido adiposo en comparacion con
vaso, pulmoén y nédulos linfaticos (46). Recientemente se ha sugerido que los adipocitos
podrian actuar como presentadores de antigenos a las células T, ya que también se ha
reportado que los adipocitos expresan moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase I, y moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86
(47, 48).

3.4. PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacion es una reaccion tisular compleja que consiste basicamente en la
respuesta de los vasos sanguineos, esencialmente microcapilares, y las funciones de
los leucocitos. Las reacciones vascular y celular de la inflamacién se activan mediante
factores solubles producidos por diversas células o generados a partir de proteinas
plasmaticas, que se activan o producen en respuesta al estimulo inflamatorio. La
inflamacion puede ser aguda o cronica en funcion de la naturaleza del estimulo y de la
eficacia de la reaccion inicial para eliminar el estimulo nocivo o los tejidos lesionados
(37).

3.4.1. INFLAMACION AGUDA

Es una respuesta rapida que sirve para hacer llegar leucocitos y proteinas plasmaticas
al foco de infeccion o lesién tisular. Esta constituida por tres componentes esenciales:

1) alteraciones del calibre vascular, que aumentan el flujo de sangre; 2) cambios
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estructurales de los microvasos, que permiten la salida de la circulacion de las
proteinas plasmaticas y los leucocitos y; 3) migracion de los leucocitos de la
microcirculacién, acumulacion de los mismos en el foco de lesion y activacién para
eliminar el agente lesivo (49). La naturaleza del infiltrado leucocitario sufre
modificaciones segun la edad de la respuesta inflamatoria y el tipo de estimulo. En la
mayor parte de las formas de inflamacion aguda predominan los neutrdéfilos durante las
primeras 6 a 24 horas y se sustituyen por monocitos entre 24 a 48 horas (50). Los
monocitos una vez activados se convierten en macréfagos. Estos se dividen en dos
subtipos segun los diferentes estimulos que se producen. Los macréfagos M1 son
activados por la via clasica a través del aumento en la secrecion de IFN-gamma por
parte de los linfocitos T, en respuesta al estimulo por la inmunidad innata o adaptativa
(38). Los macréfagos M1 producen especies reactivas de oxigeno, oxido nitrico (ON),
IL-1-beta, IL-12 e IL-23 (49). En cuanto a los macrofagos M2, se sabe que son
activados por la via alternativa del complemento y por otros leucocitos, como los
linfocitos T reguladores y se encargan de un respuesta antiinflamatoria, a diferencia de
los macrofagos tipo uno, secretando IL-10 y TGF-beta, un péptido promotor del proceso

fibrético de la matriz extracelular (38, 50).

3.4.2. INFLAMACION CRONICA

La inflamacién cronica tiene una duracion prolongada de semanas 0 meses, y en este
periodo coexisten la inflamacion, las lesiones tisulares, y los intentos de reparacién en
combinaciones variables. La inflamacion crénica se caracteriza por: Inflamacion con
células mononucleares, que incluyen macréfagos, linfocitos y células plasmaticas;
destruccion tisular inducida por el agente lesivo persistente o por las células
inflamatorias; intentos de curacion mediante sustitucion por tejido conjuntivo de tejidos
lesionados, que se consiguen mediante la proliferacion de pequefios vasos y en
concreto, mediante fibrosis (49). El macréfago es la célula predominante en la
inflamacion crénica. Cuando un monocito alcanza el tejido extravascular, se transforma

en macrofago. Los productos de los macréfagos sirven para eliminar agentes lesivos, o
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para iniciar el proceso de reparacion, y son responsables en gran parte de las lesiones

tisulares en la inflamacién crénica (38).

En pacientes obesos y modelos animales de obesidad, la secrecion de hormonas en los
adipocitos se encuentra mal regulada. La obesidad esta asociada con un estado cronico
de inflamacion de bajo grado en el tejido adiposo caracterizada por la infiltracion de
macrofagos, los cuales responden principalmente a los productos liberados

directamente por los adipocitos, tales como TNF-alfa, ligandina 2 e IL-6 (39).

3.43. TNF-ALFA  EN EL TEJIDO ADIPOSO DURANTE EL PROCESO
INFLAMATORIO

Estudios anteriores han investigado la respuesta del factor nuclear kappa B (NF-kB)
mediado por estimulacion con el TNF-alfa. Luego del tratamiento con TNF-alfa, se
investigd la presencia de macréfagos y la actividad de NF-kB, encontrandose un
incremento en ambos casos y asi demostrando mayor actividad inflamatoria (48). Por
otro lado, co-cultivando adipocitos y macrofagos se ha logrado demostrar respuesta in
vitro después del estimulo con TNF-alfa; comprobando la existencia de mayor actividad
de NF-kB. En otro estudio, células 3T3/NFKBrelucRF, células de linaje de ratén con
morfologia similar a los fibroblastos con tendencia a desarrollar adipocitos, fueron
inoculadas en tejido adiposo blanco ependimario derecho. Diez dias después del
trasplante, 20 mg/Kg de LPS (lipopolisacarido) fueron administrados y mediante
bioluminiscencia se demostrd incremento en la produccion de TNF-alfa en el tejido
epididimario a las 2 horas, con un incremento maximo a las 4 y descenso a las 6 horas
(39, 48).
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3.4.4. PAPEL DE LA ANGIOGENESIS EN LA INFLAMACION CRONICA DEL
TEJIDO ADIPOSO

Durante la expansion de la masa adiposa en la obesidad, la vascularizacion se vuelve
insuficiente para mantener la normoxia (51). La hipoxia resulta en una expresion de
adipocinas pro-inflamatorias. La sobreexpresion de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, el principal factor promotor para el desarrollo en nuevos vasos a nivel
tisular) en ratones transgénicos termina en un crecimiento de varios vasos, resultando a
Su vez en proteccion contra la hipoxia. Los ratones transgénicos pueden presentar
infiltracion con macrofagos M2 antiinflamatorios, en comparacion de macréfagos M1 de

ratones de fenotipo silvestre (52, 53).

Se realiz6 un estudio con dos lineas de ratones transgénicos L1 Y L2 que expresaban
aumento ligero y elevado de VEGF respectivamente, se observé que a las 15 semanas
de tratamiento con una dieta alta en grasas, un menor tamafio adipocitico, menor
temperatura corporal y menor acumulaciéon de grasa en el higado de los ratones
transgénicos L1 y L2 en comparacion con el control. Con esto se demuestra que el
VEGF es un factor esencial para la disminucion de la obesidad, demostrando a su vez
el efecto de la hipoxia sobre la angiogénesis y su posible efecto contrarregulador como
factor antiadipogénico provocado por el aumento de masa de tejido adiposo

consecuencia de la dieta alta en carbohidratos y productos cal6ricos (52).

La inflamacién en obesidad, en contraste a la respuesta inmune clasica a lesiones o
infeccion, es modesta y sin aparente resolucién con el tiempo. Se piensa que la
inflamacion en el higado es secundaria a la inflamacion en el tejido adiposo y de poca
importancia en el desarrollo de la inflamacién metabdlica y resistencia a la insulina (39,
53).

22



3.5. PAPEL DE LA LIPOCALINA 2 EN EL PROCESO INFLAMATORIO
CRONICO DEL TEJIDO ADIPOSO

3.5.1. ¢QUE ES LA LIPOCALINA 2?

La lipocalina 2 (LCN2) es una adipocina de reciente descripcion, con un rol potencial en
la obesidad, resistencia a la insulina e inflamacion (54). Ha sido previamente
caracterizada como una citocina/adipocina que jugaria un rol en la homeostasis de
glucosa vy lipidos (55). Dicha proteina, asociada a la gelatinasa neutrofilica, es un
componente del sistema inmune innato con un rol clave en la respuesta de fase aguda
a la infeccién y la induccion de apoptosis (54). La expresion de lipocalina 2 puede ser
inducida por TNF-alfa, en la estirpe adipocitica 3T3-L1, mientras que sus niveles
circulantes se encuentran reducidos en respuesta a receptores activadores de la

proliferacion de peroxisomas (PPARS) (56).

3.5.2. ANALISIS DE LOS GENES Y MOLECULAS DE LIPOCALINA

Los niveles expresivos de genes y proteinas de LCN2 (lipocalina-2) en tejido adiposo
visceral se encuentran elevados en la obesidad humana. Un andlisis por PCR en
tiempo real indic6 que los niveles de expresién de ARN mensajero en tejido adiposo
blanco fueron significativamente mas altos en ratones obesos comparados con un
grupo control (57). La presencia de LCN2 en secciones de tejido adiposo blanco ha sido
confirmada por andlisis inmunohistoquimico. Las células adiposas y las de la fraccion
estromovascular se consideran inmunopositivas para LCN2, detectandose diferencias
no significativas en los niveles circulantes de LCN2 entre individuos obesos y normales.
Sin embargo, se observa un incremento de las concentraciones circulantes del
complejo LCN2/MMP-9 en individuos obesos (58). Las concentraciones del complejo se
correlacionan positivamente con el IMC, leptina, marcadores inflamatorios y fibrinogeno.

Asimismo, para dirigir la relevancia de la inflamacion, los niveles de expresion de
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metaloproteinasa 2 y metaloproteinasa 9 (MMP-2, MMP-9), enzimas cuya funcion
consiste en la digestién de la matriz extracelular para el remodelado de los tejidos, y
TNF-alfa han sido demostrados en tejido blanco adiposo en sujetos obesos, comparado
con sujetos controles (59). Dado que los macréfagos son una importante célula
productora de citocinas proinflamatorias, el marcador CD68 especifico de macréfagos,
ha podido ser utilizado para evaluar el impacto de los macrofagos residentes en el tejido
adiposo, encontrandose a su vez niveles elevados de CD68, MMP-9 y de TNF-alfa en

sujetos obesos (60).

En otro estudio, se investigo el rol de la lipocalina 2 en el remodelado de tejido adiposo
durante el tratamiento con HFD en la induccién de la obesidad. La expresion PPAR-
gamma fue regulada a la baja, mientras que la expresion de proteinas de matriz
extracelular fue regulada a la alta en tejido adiposo de epididimo de ratones deficientes

de lipocalina 2 (61).

3.5.3. ROL DE LA LIPOCALINA EN LA REGULACION DE LA INFLAMACION

Algunos datos muestran que LCN2 es capaz de inducir la expresiéon de PPAR en
ausencia de insulina en adipocitos, a su vez se ha confirmado el bajo efecto de la LCN2
sobre la accion de la insulina (62). Esto sugiere que la funcién antiinflamatoria de LCN2
esta asociada con su modulacion de la actividad del PPAR mediante mecanismos

directos o indirectos probablemente a través de la estimulacion NF-kB (63).

Otros resultados muestran claramente que LCN2 atenua el efecto de TNF-alfa sobre la
absorcion de glucosa, asi como la expresion proteica de PPAR, GLUT4 e IRS-1 (62).
Este hallazgo sugiere fuertemente que la anti-inflamacién es el papel principal de LCN2
en el tejido adiposo, y la regulaciéon de la expresion de genes metabdlicos en los
adipocitos es probable que el efecto secundario de LCNZ2. Para caracterizar
adicionalmente las propiedades anti-inflamatorias de LCN2 y su posible papel como

adipocina auto- o paracrina en la regulacion de la inflamacién y su metabolismo
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relacionado, se examindé y compar0 el impacto de LCN2 sobre las respuestas
inflamatorias de adipocitos y macrofagos a TNF-alfa y su estimulacion por medio de
LPS. El efecto de LCN2 sobre la sensibilidad a la insulina en adipocitos no es
significativo, pero LCN2 afecta marcadamente la secrecion adipocitaria de leptina y
adiponectina, dos reguladores metabdlicos sistémicos claves (63). Dadas estas
conclusiones, la probabilidad de que la LCN2 afecte la sensibilidad a la insulina a través
de la regulacion de la funcién secretora de los adipocitos se encuentra marcadamente
aumentada. Dado el papel anti-inflamatorio de LCN2, asi como el aumento de LCN2 en
la obesidad y en la resistencia a la insulina, podria considerarse a la LCN2 como un
mecanismo protector contra la sobre activacion de la inflamacién. Esta hipétesis es
apoyada por datos que sefialan que el pico de TNF-alfa precede al pico de LCN2 in
vitro luego de la estimulacion metabdlica en los adipocitos, no obstante los ligandos y
receptores de LCN2 no han sido bien determinados y los ligandos potenciales incluyen

péptidos formales, como el oleato de colesterol y el acido retinoico (64).

La principal limitacion para comprobar los efectos de la lipocalina como reaccion al
efecto inflamatorio en términos generales reside en la falta de datos que permitan
conocer los mecanismos que subyacen al aumento de las concentraciones séricas de
LCN2 en la obesidad y sus patologias relacionadas, de tal forma que no ha sido posible
abordar la cuestion de si el aumento de la LCN2 es un factor causal o simplemente un
espectador irrelevante en la patogénesis de las anomalias metabdlicas asociadas con
la obesidad. Otros estudios longitudinales deberian permitir determinar la direccion de
las asociaciones observadas, los factores reguladores que modulan la lipocalina sérica
2 y el valor predictivo de este biomarcador para las enfermedades metabdlicas y

cardiovasculares asociadas con la obesidad (65).
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3.5.4. RELACION DE LA LIPOCALINA 2 CON EL TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO
Y VISCERAL

El tejido adiposo subcutaneo tiene una alta capacidad de hiperplasia, pero se encuentra
menos inflamado en respuesta al tratamiento con HFD que el tejido adiposo visceral.
Numerosos estudios indican que un riesgo elevado de resistencia a la insulina y
sindrome metabdlico esta cercanamente asociado a un incremento en tejido adiposo
visceral, pero no a tejido adiposo subcutaneo (61). Los ratones alimentados con HFD y
deficientes a lipocalina 2 son mas sensibles al frio y desarrollan un significativo
incremento en la masa corporal que exacerba la dislipidemia, higado graso y resistencia
la insulina (59). Se ha demostrado que el tratamiento con tiazolidinediona un agonista
de PPAR-gamma actia como promotor de resistencia a la insulina en ratones
deficientes de lipocalina 2. En ausencia de lipocalina 2, la hipertrofia adipocitica
inducida por la edad y HFD se encuentra marcadamente exacerbada. Se ha
demostrado también que la lipocalina 2 se encuentra en concentraciones altas en tejido
inguinal adiposo, esto sugiere que puede tener efectos locales en el remodelado y
metabolismo (61). En un estudio longitudinal en donde se utilizaron ratones deficientes
de lipocalina 2 y controles alimentados con HFD y alimentacion normal a las 15 y 30
semanas en los que se tomo tejido inguinal adiposo y epididimario, se demostrd que
hubo un incremento significativo en la masa adiposa en las zonas inguinales y
epididimarias del grupo sin tratamiento y en la zona inguinal del grupo con HFD siempre
mayor en el grupo deficiente de lipocalina 2, no obstante se observo una disminucion de
la masa adiposa en la zona epididimaria en el grupo deficiente de lipocalina tratada con
HFD, sugiriendo diferente rol de la lipocalina en diferentes areas de depdsito de grasa.
La expansion del tejido adiposo subcutaneo ha sido considerado como beneficioso para

la prevencién y reduccion del depésito de grasa de forma ectépica (60, 61).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hablar de obesidad significa hablar de un proceso largo de tipo multifactorial,
relacionado con mecanismos de inflamacion cronica, la cual se caracteriza por
acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo que se incrementa hasta un punto en que
pone en riesgo la salud o la vida, en la que influyen enormemente el estilo de vida y la
dieta. Se ha convertido en una patologia muy comdn hoy en dia, que a su vez ha
llevado a la sociedad mundial a la necesidad de mejorar los recursos para su deteccion
temprana y prevencion. La obesidad es una enfermedad cronica prevenible en la
mayoria de las ocasiones dado su origen multifactorial. Se sabe que la obesidad y el
sobrepeso son la quinta entidad como factor de riesgo de defuncion alrededor del
mundo. Cada afo fallecen por lo menos 2.8 millones de personas adultas como

consecuencia de esta patologia (66).

Se conoce gque en pacientes obesos y modelos animales de obesidad, la secrecion de
hormonas en los adipocitos se encuentra mal regulada. La obesidad esta asociada con
un estado crénico de inflamacién de bajo grado en el tejido adiposo, caracterizada por
la infiltracibn de macro6fagos, los cuales responden principalmente a los productos
liberados directamente por los adipocitos tales como citocinas y la lipocalina 2 (65).
Segun algunos estudios y las caracterizaciones de la LCN2 se ha demostrado que sus
efectos son capaces de atenuar el efecto de TNF-alfa sobre la absorcion de glucosa,
asi como la expresion proteica de PPAR, GLUT4 e IRS-1, sugiriendo el probable efecto
contrarregulador de los eventos proinflamatorios en diversos tejidos, resaltando el papel

principal de su expresion en tejido adiposo de individuos obesos (62).

El uso de edulcorantes por parte de la poblacibon mundial se ha diseminado
ampliamente en un intento de mejorar el panorama actual del problema de obesidad.
No obstante, las estadisticas en México y en el mundo indican que la incidencia de
obesidad y sus consecuencias patologicas se han incrementado aun con el uso

indiscriminado de edulcorantes comerciales (30).
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La principal causa que ha llevado al uso indiscriminado de edulcorantes se ilustra por el
esfuerzo de disminuir los efectos de uso azucares en el metabolismo de personas
obesas y la prevencion de la aparicion de resistencia a la insulina, sin embargo, se ha
comprobado y por medio de diversos estudios analizado el efecto de los edulcorantes
como promotor del proceso inflamatorio crénico del tejido adiposo y que, a su vez,

induce obesidad y resistencia a la insulina (67).

De seguir este efecto en aumento, se podria hablar de una consolidacion por parte de
la resistencia a la insulina, diabetes mellitus y sus complicaciones microangiopaticas y
cardiovasculares como la primera causa inamovible de morbilidad y mortalidad

alrededor de la sociedad contemporanea (68).

4.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué influencia tendra el uso de edulcorantes comerciales naturales y artificiales en
relacion al tamafio y numero de adipocitos, infiltracion leucocitaria y expresion de

lipocalina 2 en el tejido adiposo en un modelo murino?
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5. JUSTIFICACION

Conociendo la enorme influencia de marcas registradas que utilizan edulcorantes
comerciales y la difusion como promotor de salud a nivel mundial de dichos
compuestos, se busca establecer el impacto de algunos edulcorantes, entre ellos
sucralosa, glucosidos de esteviol y sacarosa, en procesos inflamatorios cronicos,
buscando marcadores indirectos tales como proteinas implicadas en respuesta a lesion
tisular, infiltracion y movilizacion leucocitaria en el tejido adiposo, resaltando el papel
propio de la lipocalina 2, y con ello deducir la influencia en la obesidad y su

consecuente resistencia a la insulina.

La obesidad se ha convertido en un problema real dentro de nuestra sociedad.
Asimismo, el uso indiscriminado de edulcorantes comerciales se ha extendido en la
poblacién a lo largo de las dltimas décadas, lo que conlleva el consumo crénico de
dietas ricas en sustancias que pueden tener efectos metabdlicos desconocidos aun
(65).

De acuerdo con un informe de la OMS. Los impuestos a las bebidas azucaradas
ayudan a reducir el consumo de estos productos y también la prevalencia de la
obesidad y la diabetes tipo 2. EI menor consumo de bebidas azucaradas implica una
reduccién en la ingesta de azlcares libres y de la ingesta calérica total, una mejor
nutricion y una disminucion del nimero de personas con sobrepeso y obesidad. La
OMS recomienda que, si se ingieren azucares libres, aporten menos del 10% de las
necesidades energéticas totales; ademas, se pueden observar mejoras en la salud si se
reducen a menos del 5%, Esto equivale a menos de un vaso de 250ml de bebida

azucarada al dia (13).

En 2013 la Asamblea Mundial de la Salud acordé metas mundiales de aplicacion
voluntaria para el control y prevencion de enfermedades no transmisibles, entre ellas,
diabetes y obesidad. A pesar de que la obesidad afecta a una gran proporcion de la
poblacién mundial, las estimaciones de su incidencia y prevalencia no estan disponibles

para todos los paises. En los Estados Unidos, la encuesta nacional de Salud y Nutricion
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en los ultimos 50 aflos ha proporcionado datos del seguimiento continuo de la
prevalencia y la incidencia entre los adultos. En 2007-2008 la obesidad alcanz6 una
prevalencia ajustada por edad de 33,8% en total; 32,2% y 35,5% para hombres y
mujeres respectivamente. En los nifios y adolescentes la obesidad alcanza una
prevalencia de 9.5% entre los 0 y 2 afos, y 16.9% de los 2 a los 19 afios. El aumento
de la prevalencia en los ultimos 30 afios sugiere que los cambios en el estilo de vida y
el aumento de alimentos hipercaldricos podrian contribuir al aumento de la obesidad.
Actualmente el papel de la sacarosa ha suscitado bastante interés. A diferencia de las
grasas para la que se ha demostrado la correlacién entre el consumo y el aumento de
peso; la relacion entre el consumo de azUcares y el incremento de peso no es tan
evidente (12, 13).

Un concepto novedoso, las respuestas aprendidas en cuanto a nutricion se refiere, nos
indica que al alimentar a un individuo en principio con alimentos sin edulcorantes no
nutritivos se crea una respuesta aprendida postprandial lo que incrementa niveles de
insulina sérica, la restauracion de depdsitos grasos, proteicos y de carbohidratos. Esto
sugiere que al realizar un cambio dietético a la ingestibn de alimentos sin carga
postprandial, propios de los edulcorantes no nutritivos, se puede generar una alteracion
en las respuestas aprendidas, con la movilizacion y depdsito crénico de acidos grasos,
incremento en la produccién de radicales libres, y con ello lesion de bajo grado cronica
a 6rganos encargados propiamente del almacén de nutrimentos, en especifico, tejido
adiposo. Esto sumado a una dieta alta en grasas que se consume en nuestros dias, es
posible deducir que la combinacién de alteracién en las respuestas aprendidas y la
sobrecarga alternante o mixta de un alto aporte calérico, puede potenciar los efectos

adversos en el tejido adiposo (68).

El estudio en modelo murino del efecto de los edulcorantes en el proceso inflamatorio
cronico del tejido adiposo puede dar una idea general sobre la fisiopatologia y las
consecuencias propias del uso indiscriminado de estos y a su vez, puede refutar o
reafirmar la idea sobre la no utilidad y riesgo de el uso indiscriminado de los mismos
(69).
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en nimero y tamafio de adipocitos, infiltracion leucocitaria y
expresion de lipocalina 2 en el tejido adiposo en un modelo murino de suplementacion

cronica de edulcorantes comerciales.

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar en el modelo experimental, por tipo de edulcorantes y sexo de los ratones:

A) Impacto de la utilizacion de edulcorantes en el nimero y tamafio de los
adipocitos en tejido adiposo gonadal y mesentérico.

B) Visualizacién y conteo relativo de leucocitos infiltrados en tejido adiposo
gonadal y mesentérico.

C) Efecto de la utilizacion de edulcorantes en la expresion de la proteina
lipocalina-2 a través de cuantificacion de intensidad media de fluorescencia

para esta proteina en tejido adiposo gonadal y mesentérico.

31



7. HIPOTESIS

Hipotesis alterna: El uso persistente de edulcorantes artificiales y naturales promueve
el aumento en el nimero y tamafio de adipocitos, una mayor infiltracion leucocitaria y
mayor expresion de la proteina lipocalina 2 en el tejido adiposo de un modelo murino de
la cepa BALBI/c.

Hipotesis nula: El uso persistente de edulcorantes artificiales y naturales no promueve
el aumento en el numero y tamafio de adipocitos, una mayor infiltracion leucocitaria y
mayor expresion de la proteina lipocalina 2 en el tejido adiposo de un modelo murino de
la cepa BALBI/c.
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8. METODO

8.1. DISENO DE ESTUDIO

Tipo de investigacion: Observacional y experimental.

Tipo de estudio: Prospectivo, comparativo y transversal.

8.2. UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

Se empleé como modelo experimental ratones de la cepa BALB/c, los cuales se
mantuvieron en condiciones estandar de bioterio: ciclos de luz/oscuridad de 12:12
horas, con temperatura ambiente controlada (22 = 2°C), comida y agua ad libitum.
Todos los estudios se realizaron bajo los principios y procedimientos descritos por los
Institutos Nacionales de Salud y de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio y el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la

Universidad Auténoma del Estado de México.

8.3. MODELO EXPERIMENTAL

El raton de laboratorio (Mus musculus) es un roedor que se utiliza para la investigacion
cientifica. Su cariotipo esta integrado por 40 cromosomas. Para cada experimento se
escogen ratones de laboratorio que pertenezcan a una misma cepa pura (singénica) o
endogamica. Los individuos de una misma cepa poseen genes idénticos, lo cual
permite la comparacion de los efectos de los diferentes tratamientos experimentales sin
gue se produzca confusion debido a las diferencias genéticas. Una de las cepas mas
utilizada es la BALB/c (70).
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8.3.1. CEPA BALBI/c

Es una cepa albina, del ratbn doméstico, del que se derivan una serie de generaciones
comunes (actualmente mas de 200 generaciones). La vida promedio de los ratones de
esta cepa es 575 dias. La relacion del peso de su cerebro y el resto del cuerpo es de
1/18 (71). Son una especie endogamica con expresion disminuida de linfocitos T CD4";
los ratones BALBI/c tienen las caracteristicas de crianza facil y minimas variaciones de
peso entre hembras y machos. Son mas sensibles a carcindgenos respecto al resto de

las cepas de ratones (72).

8.3.2. CONDICIONES DE CRIANZA

Los ratones BALB/c necesitan una infraestructura adecuada para su manejo y
produccion asi como también someterse a un programa de controles microbiolégicos
periddicos. Deben mantenerse en ambientes bajo un sistema de barreras sanitarias
absolutas (73). El ambiente fisico debe disefiarse y operarse de manera tal que permita
establecer controles ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los
animales, minimizando las posibilidades de introduccién o transmision de agentes
infecciosos. Las condiciones ambientales requeridas se logran mediante un buen
disefio del sistema de ventilacion y pasteurizacion; del control de la temperatura y la
humedad relativa; siendo pardmetros macro y microambientales de extrema
importancia. Las areas destinadas para el lavado, procesamiento y esterilizacién de los
insumos deben funcionar como una barrera efectiva entre los animales y el ambiente
exterior. Esta cepa requiere alimento y agua de bebida purificados, temperatura
ambiente en torno a 24°C, humedad relativa alrededor de 55%, una ventilacion entre 10
y 15 recambios por hora, un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de 12/12 horas y bajos

niveles de ruido (por debajo de 85 decibeles) (74).

El manejo reproductivo de estas colonias se realiza mediante el empleo del sistema de

consanguinidad, para mantenimiento del caracter endogamico de la cepa (75).
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8.3.3. DATOS BIOLOGICOS DE LA CEPA

Tabla 2: Caracteristicas generales del modelo BALB/c (76).

Peso del macho adulto 25-40¢g

Peso de la hembra adulta 20-35¢

Peso al nacer 1-2 g

Peso al destete 11-12 g
Promedio medio de vida 2-3 afios

Edad para el apareo 8-9 semanas
Ciclo astral 4-5 dias
Duracion del estro 6-11 horas
Vida reproductiva 8-12 meses
Gestacion 19-22 dias
Destete 19-21 dias
Tamafio de camada promedio 1-4 crias
Consumo de agua 8-10 mL/raton/dia
Consumo de alimento 3-6 g/raton/dia

8.4. ESTABLECIMIENTO DE GRUPOS EXPERIMENTALES Y OBTENCION
DE TEJIDO ADIPOSO PARA SU ANALISIS POR MICROSCOPIA

Se utilizaron como base 24 ratones de la cepa BALB/c, incluyendo 12 machos y 12
hembras, alimentados con alimento para roedor y suplementados con los edulcorantes
necesarios. 21 dias posteriores al parto, se destetaron las crias y a las 8 semanas se

dividieron en los siguientes grupos, segun el tipo de edulcorante:

e Grupo 1.- Glucésidos de esteviol: 6 ratones, 3 hembras y 3 machos, tratados con

glucésidos de esteviol en presentacion comercial en cantidad de 1 g (equivalente
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a 10 g o dos cucharadas de té de sacarosa y conteniendo 0.025 g de glucésidos
de esteviol) diluido en 100 mL de H20, por dia, via oral, durante 6 semanas.

e Grupo 2.- Sucralosa: 6 ratones, 3 hembras y 3 machos, tratados con sucralosa
en presentacion comercial en cantidad de 1 g (equivalente a 10 g o dos
cucharadas de té de sacarosa y conteniendo 0.12 g de sucralosa) diluido en 100
mL de H20, por dia, via oral, durante 6 semanas.

e Grupo 3.- Sacarosa: 6 ratones, 3 hembras y 3 machos, tratados con sacarosa en
cantidad de 10 g (dos cucharadas de té) diluidos en 100 mL de H:0, por dia, via
oral, durante 6 semanas.

e Grupo 4.- Control: 6 ratones, 3 hembras y 3 machos, sin edulcorantes y sélo con

consumo de agua a libre demanda.

El edulcorante especifico del grupo fue suministrado durante 6 semanas en su agua
diaria. A las 14 semanas de vida, los animales se sacrificaron y se tomaron muestras

del tejido adiposo mesentérico y gonadal de cada uno.

8.5. CRITERIOS DE INCLUSION

Ratones BALB/c adultos de 8 semanas de vida, machos y hembras, con un peso entre
18y 25g.

8.6. CRITERIOS DE ELIMINACION

Ratones de la cepa BALB/c que enfermaron o murieron durante el estudio.

36



8.7. OBTENCION DE MUESTRA DE TEJIDO ADIPOSO

Se obtuvieron animales previamente criados en condiciones de bioterio de la cepa
BALBI/c, de cada uno de los grupos experimentales, segun la fecha de cumplimiento del
tiempo establecido de 6 semanas de tratamiento. Los ratones fueron llevados al
laboratorio, donde se preparé el material para la obtencion de las muestras. El material
para la extraccion de muestras se utilizd en condiciones de esterilidad, ademas de
incluir instrumentos de acero inoxidable que se conforman de pinzas de diseccion con y
sin dientes, pinzas Kelly rectas, tijeras mayo, sujetadores y una superficie de hule
espuma para colocar a los individuos anestesiados; se incluyeron recipientes para la
recoleccion de muestras, para formaldehido al 4% con zinc al 0.5% para la
preservacion de las muestras y una soluciéon tampon salino de fosfatos isotonico pH. 7.4
(phosphate-buffered saline, PBS) y para perfusion de tejidos.

Se procedié con la anestesia del animal. Para esto se utilizé pentobartibal sédico 2.5 Ul
0 25 uL por cada 25 gramos de peso, y se esper6 hasta lograr el efecto deseado de
sedacion del raton (anestesia completa). Posteriormente, se tomd el ratén y se coloco
en decubito supino en la superficie de hule espuma y se fijaron los 4 miembros a la
mesa, por medio de fijadores. Posteriormente, se realiz6 la diseccién, comenzando por
cortar la piel por la linea media sagital, desde la zona inguinal hasta la parte superior
del térax; enseguida, se diseco la fascia y los masculos por la misma linea y se corto la
caja toracica para exponer el corazon; se corto la vena cava para la posterior perfusion
completa con PBS, se perfundié con 20 mL de PBS directamente en el ventriculo
izquierdo (para sacar la sangre del ratén de circulacién y 6érganos). Una vez perfundido
completamente, se procedid a la toma de muestras: una muestra del tejido adiposo
visceral, que incluyé mesenterio y epiplones y una segunda muestra recolectada de
tejido adiposo perigonadal, obteniendo usualmente mayor cantidad de este en la
hembra que en el macho. Las muestras fueron colocadas en recipientes con
paraformaldehido al 4% y zinc al 0.5% para su conservacion, se rotularon y refrigeraron

a 4°C hasta su uso.
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El cadaver fue colocado en un contenedor con residuos biologicos no infecciosos, y
enviado a congelacion para su posterior recoleccién por la empresa contratada por la
Facultad de Medicina para este fin.

8.8. FIJACION DE MUESTRAS EN PARAFINA

Con muestras de tejido adiposo previamente refrigeradas en paraformaldehido al 4% y
zinc al 0.5%, se procedi6 a realizar la fijacion. Con PBS se removieron las impurezas de
la muestra. Se continuo con la deshidratacién del tejido, por lo que para esto se
sumergié el mismo cada diez minutos en etanol y xileno a diferentes concentraciones,
siguiendo el siguiente orden: etanol 70%, etanol 80%, etanol 95%, etanol al 100%,
etanol al 100%, etanol al 100%, 2:1 etanol 100%-xileno, 1:1 etanol 100-xileno, 1:2

etanol 100%-xileno, xileno 100%, xileno al 100%, xileno al 100%.

Para la fijacion en parafina, esta fue derretida a 60° C en bafio maria y rebajada con
xileno para obtener las siguientes concentraciones: 2:1 Xileno-parafina, 1:1 xileno-
parafina, 1:2 xileno-parafina. Inmediatamente después de extraer la muestra de tejido
del xileno al 100%, se colocé en cada solucion de xileno-parafina por media hora en
orden decreciente respecto a la concentracion del xileno, excepto en la ultima
concentracion, en la que la muestra permanecié por 24 horas en incubacion a 58°C.
Después de 24 horas de incubacién, el tejido se extrajo de la solucion y se coloco en

parafina al 100% previo a los cortes.

8.9. CORTES EN PARAFINA

Una vez obtenidos los bloques de parafina, se procedi6 a realizar los cortes. El material
para la realizacién de estos incluye un micrétomo para cortes delgados y portaobjetos.

Se coloco el bloque de parafina en el soporte del micrétomo previamente calibrado para
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realizar cortes de 5 um de grosor. Se obtuvieron varios cortes del bloque de parafina y
estos fueron colocados en los portaobjetos dentro de un recipiente con agua corriente.
Se dejaron secar los portaobjetos con la muestra para posteriormente destinar la mitad
para la tincion con hematoxilina y eosina para el andlisis de tamafio y numero de
adipocitos asi como para determinar la infiltracion leucocitaria (analisis por microscopia
Optica de campo claro) y la otra mitad para el andlisis de la expresién de la proteina de

lipocalina-2 (analisis por inmunofluorescencia).

8.10. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA

Para la tincién de los cortes con hematoxilina y eosina se sigui6 el siguiente proceso:

- Colocacién de la muestra en xilol absoluto por 10 minutos.
- Colocacién en xilol absoluto por 10 minutos

- Colocacion en alcohol xileno 50/50 por 10 minutos.

- Colocacion en alcohol al 96% por 10 minutos.

- Colocacién en alcohol al 80% por 10 minutos.

- Lavado con agua corriente para retirar los residuos de alcohol.
- Hematoxilina por 3 minutos.

- Lavado con agua corriente nuevamente.

- Eosina por 3 minutos.

- 10 lavados en alcohol al 80%.

- 10 lavados en alcohol al 96%.

- 10 lavados en alcohol absoluto.

- 10 lavados en alcohol xilol 50/50.

- 10 lavados en xilol absoluto.

- 10 lavados en alcohol absoluto.
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Para el analisis cuantitativo de las secciones, se tomd como premisa el tamafio del
adipocito del tejido adiposo blando, que es de 15 a 150 pm, Visualizando en
microscopio Optico (Leica ICC50 E) a una magnificacion de 40X, se tomaron las
medidas correspondientes de los grupos tratados con edulcorantes y el grupo control,
para obtener resultados tomando en cuenta el rango de tamafo de los adipocitos,

siendo la medida de referencia de 1 a 150 um.

Para el andlisis del numero relativo leucocitario respecto al control, se tomaron
fotografias de las muestras y apoyandonos del programa ImageJ, se realizé el conteo

aproximado de leucocitos por campo con magnificacion 40X.

8.11. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Se realizaron secciones de 3 a 5 um de los bloques de parafina obtenidos de nuestras
muestras. Se utilizé el método de desparafinizacion con parrilla histologica para derretir
parafina y con soluciones decrecientes de alcohol y xileno para desparafinizacion de los
residuos. Para la inmunorreaccion, el tejido se preincub6é en una solucion de xileno

absoluto durante 10 min, para eliminar impurezas.

Se realizaron dos lavados de 10 minutos en PBS y se realizé el bloqueo de los cortes
durante 60 min con albumina bovina al 1% (BSA), a fin de reducir el marcaje
inespecifico. Se Incub6é durante una noche a 4°C con el anticuerpo primario contra
lipocalina 2 (obtenido de conejo) diluido en BSA a una concentracion de 1:50. Después
de la incubacién con el anticuerpo primario, se realizaron dos lavados de las secciones

con PBS durante 10 min.

Inmediatamente después, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-
conejo-Alexa Fluor 647) a una dilucion de 1:100, se realiz6 nuevamente un lavado para
después colocar el medio de montaje (Vectashield) con DAPI (marcador de acidos

nucleicos). Las laminillas se analizaron por microscopia de fluorescencia, utilizando un
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microscopio de inmunofluorescencia Nikon Eclipse Ti, para posteriormente cuantificar

con el software NIS-ELEMENTS por medio de histogramas la intensidad media de

fluorescencia (IMF) y hacer la comparacion entre los diferentes grupos de tratamiento.

8.12. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE UNIDAD DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDIDA
Consumo de | Cantidad de | Cantididad de solucion | Cuantitativa | mL/dia
edulcorantes | edulcorante de edulcorante | continua
naturales y | comercial consumida por el raton (1
artificiales consumidaenel |g de glusésidos de
agua de diario |esteviol 6 1 g de
(glucosidos de | sucralosa en
esteviol, presentacion  comercial
sucralosa y | equivalente a 10 g o dos
sacarosa) cucharadas de té de
sacarosa y conteniendo
0.025 g de glucésidos de
esteviol 6 0.12 g de
sucralosa) y sacarosa (10
g equivalente a dos
cucharadas de té)
Tamano de | Medida de los | Determinacion del | Cuantitativa | ym
los adipocitos | adipocitos diametro de los | continGia

presentes en el

tejido  adiposo

adipocitos en cortes de

tejido adiposo gonadal y
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mesentérico y

mesentérico tefiidos con

gonadal hematoxilina y eosina y
observados por
microscopia Optica de
campo claro
No. de | NUmero de | Conteo de células con | Cuantitativa | No.
adipocitos adipocitos morfologia especifica de | discreta adipocitos
observados en | adipocitos en cortes de
tejido gonadal y | tejido adiposo gonadal y
mesentérico mesentérico tefildos con
hematoxilina y eosina y
observados por
microscopia éptica
Infiltracion Presencia  de | Conteo de células con | Cuantitativa | No.
leucocitaria leucocitos  en | morfologia leucocitica en | discreta leucocitos
tejido  adiposo | cortes de tejido gonadal y
gonadal y | mesentérico tefiidos con
mesentérico hematoxilina y eosina y
observados por
microscopia Optica de
campo claro
Expresién de | Cuantificacion Determinacion de IMF de | Cuantitativa | Unidades
Lipocalina-2 de la expresion | lipocalina 2 en cortes de | continua arbitrarias
de la proteina | tejido adiposo gonadal y de IMF
lipocalina 2 en | mesentérico y
tejido  adiposo | observados por
gonadal y | microscopia de
mesentérico fluorescencia
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9. RESULTADOS

TAMANO CELULAR Y NUMERO DE ADIPOCITOS.

Para determinar las caracteristicas morfologicas de los adipocitos y determinar sus
nameros relativos, nuestro estudio implementd microscopia Optica con microscopio de
campo claro para visualizacion y toma de fotografias de campos con magnificacion 40X
en cortes de tejido adiposo gonadal y mesentérico con tincion de hematoxilina y eosina
de machos y hembras tratados con edulcorantes nutritivos y no nutritivos. Nuestros
resultados muestran que hay una variacion en el promedio de tamafio de los adipocitos
de los individuos de nuestros grupos, como se describe a continuacion. Los datos son
presentados en media con desviacion estandar (D.E) de cuatro campos por

individuo/grupo/sexo.

Se encontré una media de tamafio celular adipocitico de 49.9 £+ 2.8 um en los cortes de
tejido gonadal de hembras del grupo control, alrededor de 74.8 £0.8 pum en hembras
tratadas sacarosa (24.9 um mayor al grupo control), de 74.7 + 13.9 um en hembras
tratadas con glucosidos de esteviol (24.8 um mayor al grupo control) y de 36.3 £ 4 um
en hembras tratadas con sucralosa (13.6 um menor al grupo control) (Figura 1A y B).
Adicionalmente en los grupos de machos se encontrd6 una media de tamafo celular
adipocitico de 58.6 +13 um en los cortes de tejido gonadal del grupo control, de 82.8 +
10.4 um en el grupo tratado con sacarosa (24.2 um mayor al grupo control), de 70.9 *
14.6 pm en machos tratados con glucésidos de esteviol (12.3 um mayor al grupo
control), finalmente los individuos tratados con sacarosa presentaron un diametro de

51.7 £ 9.7 ym (6.9 pum menor al grupo control) (Figura 1 Cy D).

En cuanto al tejido adiposo mesentérico de hembras (Figura 2A y B), se encontré una
media de tamafo celular adipocitico de 49.1 + 2.5 um en el grupo control, mientras que
se observo un tamafio de 62.6 £ 11.2 um en hembras tratadas con sacarosa (13.5 um
mayor al grupo control); por otro lado, se observo un tamafio promedio de 66.5 £ 4.6 um

en hembras tratadas con glucosidos de esteviol (17.4 um mayor al grupo control) y de
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53.8 + 10.4 um en hembras tratadas con sucralosa (4.7 um mayor al grupo control). En
los machos, se observé una media de tamafio celular adipocitico de 79.2 + 5 um en los
cortes de tejido mesentérico del grupo control, para los grupos suplementados se
cuantific6 una media de tamafio de 42.8 + 4.1 um en machos tratados sacarosa (36.4
pum menor al grupo control), mientras que se encontré un tamafo de 61.8 + 18.3 um en
machos tratados con glucosidos de esteviol (17.4 pm menor al grupo control) y de 78.8
*+ 3.3 um en machos tratados con sucralosa (0.4 um menor al grupo control) (Figura D

y E).

Respecto al numero de adipocitos de tejido adiposo gonadal de hembras (Figura 1Ay
C), se encontré una media del numero total de 153.9 * 8.1 adipocitos del grupo control,
de 77.2 £ 6.7 adipocitos por campo en hembras tratadas sacarosa (76.7 adipocitos
menos que el grupo control); 77.2 £ 22.7 adipocitos por campo en hembras tratadas con
glucosidos de esteviol (76.7 adipocitos por campo menos que el grupo control) y de
176.5 = 6.1 adipocitos por campo en hembras tratadas con sucralosa (22.6 adipocitos
mas que el grupo control). En machos (Figura 2D y F) se reporté una media del
namero total de 133.2 + 34.2 adipocitos por campo en el grupo control, de 81.5 + 22.1
adipocitos por campo de los tratados con sacarosa (51.7 adipocitos por campo menos
que el grupo control), 106.2 + 41.7 adipocitos por campo en machos tratados con
glucésidos de esteviol (27 adipocitos menos que el grupo control) y 168.4 + 15.7
adipocitos por campo en machos tratados con sucralosa (35.2 adipocitos mas que el
grupo control).

En cuanto al nimero total de adipocitos en tejido mesentérico de hembras, logré
cuantificarse una media del nimero total de 159.3 £ 9 adipocitos por campo del grupo
control, de 103.2 + 30.8 adipocitos por campo en hembras tratadas sacarosa (56.1
adipocitos menos que el grupo control), en hembras tratadas con glucosidos de esteviol
pudieron observarse cifras menores con un numero promedio de 85 * 8.5 adipocitos por
campo (74.3 adipocitos menos que el grupo control) y de 120.7 + 30 adipocitos por
campo en hembras tratadas con sucralosa (38.6 adipocitos menos que el grupo control)
(Figura 2A y C). Se observé una media numero total de adipocitos de 82.9 + 8.4 por
campo en los cortes de tejido mesentérico de macho del grupo control, de 104 + 15.7
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adipocitos por campo en machos tratados sacarosa (36.4 adipocitos mas que el grupo
control), de 105.1 + 35.7 adipocitos por campo en machos tratados con glucésidos de
esteviol (22.2 adipocitos mas que el grupo control) y de 59.7 + 1.7 adipocitos por campo
en machos tratados con sucralosa (23.2 adipocitos menos que el grupo control) (Figura
2B y D).

NUMERO RELATIVO DE LEUCOCITOS INFILTRADOS EN TEJIDO ADIPOSO

Fue también de nuestro interés, analizar el namero relativo (basado en contar el
namero de leucocitos revelados por la tincion de hematoxilina y eosina) de leucocitos
infiltrados en el tejido adiposo de los ratones con el fin de determinar la respuesta
celular a la probable lesién cronica del proceso inflamatorio en el tejido adiposo.
Nuestros resultados han demostrado una media del numero total relativo de 5.6 + 0.6
leucocitos por campo en los cortes de tejido gonadal de hembra del grupo control,
mientras que se encontré una media de 8.2 + 0.9 leucocitos por campo en hembras
tratadas sacarosa (2.6 leucocitos mas que el grupo control), ademas de 6.2 + 0.9
leucocitos por campo en hembras tratadas con glucésidos de esteviol (0.6 leucocitos
por campo mas que el grupo control) y una media de 8.0 + 0.7 leucocitos por campo en
hembras tratadas con sucralosa (2.4 leucocitos mas que el grupo control) (Figura 3A 'y
B). Por otro lado, se encontr6 una media de 7.2 + 0.8 leucocitos por campo en los
cortes de tejido gonadal de macho del grupo control, de 6.3 £ 0.4 adipocitos por campo
en machos tratados sacarosa (0.9 leucocitos por campo menos que el grupo control),
de 2.7 £ 0.5 leucocitos por campo en machos tratados con glucoésidos de esteviol (4.5
leucocitos menos que el grupo control) y de 6.7 = 2.8 leucocitos por campo en machos
tratados con sucralosa (0.5 leucocitos menos que el grupo control) (Figura 3A'y B).

Adicionalmente, nuestro analisis reporta una media total de 6.0 £ 0.2 leucocitos por
campo en los cortes de tejido mesentérico de hembra del grupo control, alrededor de
8.6 £ 0.9 leucocitos por campo en hembras tratadas sacarosa (2.6 leucocitos mas que

el grupo control), de 6.1 = 0.8 leucocitos por campo en hembras tratadas con glucésidos
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de esteviol (0.1 leucocitos mas que el grupo control) y de 5.5 £ 1.1) leucocitos por
campo en hembras tratadas con sucralosa (0.5 leucocitos menos que el grupo control)
(Figura 4A y B). Por otro lado, se encontré6 una media del niumero total de 3.5 + 0.5
leucocitos por campo en los cortes de tejido mesentérico de macho del grupo control,
de 6.7 + 0.5 leucocitos por campo en machos tratados sacarosa (3.2 leucocitos mas
que el grupo control), sin embargo, en el grupo tratado con glucésidos de esteviol, logro
cuantificarse una media de 4.2 + 1.6 leucocitos por campo (0.7 leucocitos méas que el
grupo control) y de 8.1 + 0.1 leucocitos por campo en machos tratados con sucralosa

(4.6 leucocitos mas que el grupo control) (Figura 4C y D).

EXPRESION DE LA PROTEINA LIPOCALINA-2 Y SU INTENSIDAD MEDIA DE
FLUORESCENCIA

Nuestros experimentos han demostrado la influencia del tratamiento a base de
edulcorantes nutritivos (sacarosa) y no nutritivos (glucésidos de esteviol y sucralosa) en
la intensidad media de fluorescencia (IMF) en la expresién de la proteina lipocalina 2 en
tejido adiposo gonadal y mesentérico. Para determinar la expresion de la proteina y su
IMF, utilizamos un microscopio de fluorescencia con el que se tomaron microfotografias
(20X) utilizando los siguientes fluorocromos: Alexa Fluor 647 (rojo) como anticuerpo
secundario para la proteina lipocalina 2 y DAPI (azul) para marcaje de DNA (nucleos).
Las imagenes se analizaron a través del software NIS-ELEMENTS con unidades
arbitrarias de fluorescencia obtenidas por los histogramas generados por el programa y

asi determinar la IMF.

Con eso, se logré demostrar un promedio de IMF de 19.5 + 2.3 unidades arbitrarias por
campo en los cortes de tejido gonadal de hembra del grupo control, en contraste con
25.8 = 3.7 unidades por campo en hembras tratadas con sacarosa (6.3 unidades mas
gue el grupo control), de 24.1 = 0.7 unidades por campo en hembras tratadas con

glucésidos de esteviol (4.6 unidades por campo mas que el grupo control) y de 27.2 + 1
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unidades por campo en hembras tratadas con sucralosa (7.7 unidades mas que el

grupo control) (Figura 5A y B).

Por otro lado, el promedio de IMF fue de 24.5 + 0.2 unidades arbitrarias por campo en
los cortes de tejido gonadal de macho del grupo control, contrastando los resultados de
22.6 + 2.7 unidades por campo en machos tratados sacarosa (1.9 unidades menos que
el grupo control), de 28.3 + 1.8 unidades por campo en machos tratados con glucésidos
de esteviol (3.8 unidades mas que el grupo control) y de 27.6 + 2.4 unidades por campo
en machos tratados con sucralosa (3.1 unidades mas que el grupo control) (Figura 6A

y B).

Se encontrd un promedio de IMF de 42.6 £ 1.6 unidades arbitrarias por campo en los
cortes de tejido mesentérico de hembra del grupo control, de 24.8 £ 1 unidades por
campo en hembras tratadas sacarosa (17.8 unidades menos que el grupo control), de
26.9 + 0.8 unidades por campo en hembras tratadas con glucésidos de esteviol (15.7
unidades por campo menos que el grupo control) y de 22.1 + 0.9 unidades por campo
en hembras tratadas con sucralosa (20.5 unidades menos que el grupo control) (Figura
7Ay B).

En el andlisis de tejido adiposo mesentérico de machos, el promedio de IMF fue de 25.4
+ 1.6 unidades arbitrarias por campo del grupo control, de 25.1 £ 1.1 unidades por
campo en machos tratados sacarosa (0.3 unidades menos que el grupo control), de
22.7 + 0.8 unidades por campo en machos tratados con glucésidos de esteviol (2.7
unidades menos que el grupo control) y de 23 + 1 unidades por campo en machos

tratados con sucralosa (2.4 unidades menos que el grupo control) (Figura 8A 'y B).

Adicionalmente, se llevaron a cabo controles de tincién (Figura 9), control negativo con
anticuerpo secundario de muestra de tejido adiposo (Figura 9A), que demuestra
ausencia de sefal a falta de anticuerpo primario para lipocaliona-2; control negativo
(muestra de cerebro) y positivo (Islotes de Langerhans) de la expresién de la proteina

lipocalina 2 (Figura 9B y 9C).
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10. FIGURAS Y LEYENDAS DE FIGURAS
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Figura 1. Tamafio (diametro; um) y nuamero realtivo de adipocitos en tejido adiposo gonadal de
ratones BALB/c suplementados con edulcorantes comerciales (hembras y machos). Ay D) Cortes
de tejido adiposo gonadal tefiidos con hematoxilina y eosina y observados en microscopio 6ptico de
campo claro (40X). B y E) Promedio de tamafio medio (diametro; um) de adipocitos por campo. C y F)
Promedio de nimero total de adipocitos por campo. n=3 animales por grupo/sexo. 4 campos por
individuo. Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucoésidos de esteviol.
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Figura 2. . Tamafio (diametro; um) y namero realtivo de adipocitos en tejido adiposo mesentérico
de ratones BALB/c suplementados con edulcorantes comerciales (hembras y machos). A y D)
Cortes de tejido adiposo gonadal tefiidos con hematoxilina y eosina y observados en microscopio 6ptico
de campo claro (40X). B y E) Promedio de tamafio medio (diametro; ym) de adipocitos por campo. Cy F)
Promedio de numero total de adipocitos por campo. n=3 animales por grupo/sexo. 4 campos por

individuo. Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucoésidos de esteviol.
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Figura 3. Numero relativo de leucocitos en tejido adiposo gonadal de ratones BALB/c

suplementados con edulcorantes comerciales (hembras y machos). Ay C) Cortes de tejido adiposo
gonadal tefiidos con hematoxilina y eosina y observados en microscopio optico de campo claro (40X). B
y D) Promedio del nimero relativo de leucocitos por campo. n=3 animales por grupo/sexo. 4 campos por

individuo. Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucésidos de esteviol.
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Figura 4. Figura 3. Numero relativo de leucocitos en tejido adiposo mesentérico de ratones
BALB/c suplementados con edulcorantes comerciales (hembras y machos). Ay C) Cortes de tejido
adiposo gonadal tefiidos con hematoxilina y eosina y observados en microscopio optico de campo claro
(40X). B y D) Promedio del nimero relativo de leucocitos por campo. n=3 animales por grupo/sexo. 4

campos por individuo. Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucdsidos de esteviol.
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Figura 5. Expresién de lipocalina 2 en tejido adiposo gonadal de ratones BALB/c hembra
suplementadas con edulcorantes comerciales. A) Microscopia de fluorescencia para la deteccion de
la expresién de Lipocalina-2 (Alexa Fluor 647) y nucleos (DAPI). Magnificacion 20X. B) Promedio de la
IMF (unidades arbitrarias) para el marcador de Lipocalina-2. n=3 por grupo /sexo. 4 campos por individuo.

Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucésidos de esteviol.
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Figura 6. Expresion de lipocalina 2 en tejido adiposo gonadal de ratones BALB/c machos
suplementados con edulcorantes comerciales. A) Microscopia de fluorescencia para la deteccién de
la expresion de Lipocalina-2 (Alexa Fluor 647) y nucleos (DAPI). Magnificacién 20X. B) Promedio de la
IMF (unidades arbitrarias) para el marcador de Lipocalina-2. n=3 por grupo /sexo. 4 campos por individuo.

Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucésidos de esteviol.
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Figura 7. Expresion de lipocalina 2 en tejido adiposo mesentérico de ratones BALB/c hembras
suplementadas con edulcorantes comerciales. A) Microscopia de fluorescencia para la deteccién de
la expresion de Lipocalina-2 (Alexa Fluor 647) y nucleos (DAPI). Magnificacién 20X. B) Promedio de la
IMF (unidades arbitrarias) para el marcador de Lipocalina-2. n=3 por grupo /sexo. 4 campos por individuo.

Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucésidos de esteviol.
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Figura 8. Expresion de lipocalina 2 en tejido adiposo mesentérico de ratones BALB/c machos
suplementados con edulcorantes comerciales. A) Microscopia de fluorescencia para la deteccién de
la expresion de Lipocalina-2 (Alexa Fluor 647) y nucleos (DAPI). Magnificacién 20X. B) Promedio de la
IMF (unidades arbitrarias) para el marcador de Lipocalina-2. n=3 por grupo /sexo. 4 campos por individuo.

Los datos se presentan en media + D.E. G.E. Glucésidos de esteviol.
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Figura 9: Controles de tincion (anticuerpo secundario) y controles positivos y negativos para
lipocalina-2. A) Control negativo de anticuerpo secundario (Alexa-Fluor 647). B) Control negativo para la
expresion de lipocalina-2 (muestra de cerebro). C) Control positivo para la expresion de lipocalina-2

(muestra de pancreas).
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11. DISCUSION

Estudios aplicados de fisiologia han demostrado la regulacién del tamafio y nimero de
adipocitos asi como masa total de tejido adiposo por sistemas endocrinos y
neuroldgicos a través de dos sistemas, a corto y largo plazo (6,7). Este estudio
demuestra una tendencia a un mayor tamafo de adipocitos en tejido adiposo gonadal
de machos y hembras tratados con sacarosa, y un menor tamafio en machos y
hembras tratados con sucralosa, respecto al control, encontrandose una relacién
inversa con el nimero de adipocitos por campo con magnificacion de 40X de
microscopia Optica, explicando tal fenobmeno probablemente por la mayor carga
energética que aporta la sacarosa respecto a la mala absorcion a través del tubo
digestivo de la sucralosa aportando niveles bajos de energia de esta manera (8). No
obstante, se ha observado un tamafio y numero de adipocitos similares en machos y
hembras tratados con glucdésidos de esteviol, los cuales en teoria carecen de carga
energética (14, 15, 16), probablemente debido a su conocido efecto estimulador de
tolerancia a la insulina y potenciacion de la misma (19, 28), lo cual podria inducir mayor
acumulacion de grasas en adipocitos a través de las vias de sintesis (29) y su

lipogénesis subsecuente (30, 32).

Encontramos una diferencia en la hipertrofia de los adipocitos de tejido adiposo
mesentérico en machos y hembras, demostrandose una tendencia de mayor tamafio de
adipocitos en hembras tratadas con sacarosa y glucosidos de esteviol, al igual que el
tejido gonadal (14); sin embargo, en machos se ha observado una relacion inversa, con
una tendencia para mayor tamafio de adipocitos en tejido mesentérico de individuos
controles y tratados con sucralosa. Se conoce que el sexo masculino tiene una mayor
predisposicion por aumentar reservas grasas en tejido visceral, obteniendo una
morfologia androide en contraste con el sexo femenino, que tiene un mayor aumento de
tejido gonadal y en zona glatea, obteniendo una morfologia ginecoide (16). Esto podria
indicar que el efecto estimulante de la insulina por parte de glucésidos de esteviol y
sacarosa tiene una menor influencia sobre el tejido mesentérico de machos, mas no asi
de hembras (15).
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Se ha observado un menor nimero de leucocitos en tejido adiposo gonadal de hembras
del grupo control y tratadas con glucésidos de esteviol respecto al grupo tratado con
sucralosa y sacarosa, probablemente debido al efecto antiinflamatorio de glucésidos de
esteviol (19), explicando a su vez la mayor presencia de leucocitos en hembras tratadas
con sacarosa por una probable mayor secrecidn de citocinas proinflamatorias por parte
de los adipocitos. Por otro lado, en hembras tratadas con sucralosa, su mayor nimero
de leucocitos podria explicarse por el aumento de la carga osmética a nivel intestinal,
sin la propia estimulacion de insulina (28), lo que a su vez podria ejercer efecto
contrarregulador por hormonas reguladoras de la insulina (30), entre ellas glucagon, la
cual puede ejercer un estado crénico de catabolismo y con ello disminucién de tejido
adiposo, no obstante con un aumento de produccién de citocinas de los mismos. Es
probable que la correlacion entre androgenos y estrégenos sea un factor determinante
en el tamafio adipocitico a través de vias de sefializacion por IGF-1, influyendo a su vez

en el sobrepeso, obesidad, y resistencia al insulina (36).

En contraste, en machos se ha encontrado una tendencia mucho menor de namero de
leucocitos del grupo tratado con glucésidos de esteviol, posiblemente explicado por un
efecto antiinflamatorio superior del mismo en este tejido (19). Se ha determinado un
mayor numero de leucocitos en tejido adiposo mesentérico de hembras respecto a los
demas grupos, probablemente debido al acumulo de grasas, lo que podria aumentar la
secrecion de adipocinas por parte de este tejido (38). No obstante, en machos se ha
observado una tendencia mucho mayor en el grupo tratado con sacarosa y sucralosa
(28, 29). En sacarosa, probablemente debido a el mayor cumulo de reservas y
secrecion de adipocinas propio de los machos (40) y en sucralosa ,por el aumento en la
funcion de las vias catabdlicas del tejido (29). Sin embargo, también se ha observado
un incremento leve de infiltrado leucocitario en el grupo tratado con glucésidos de
esteviol respecto al grupo control, posiblemente debido a un efecto menor de la insulina
promovido por los glucdsidos de esteviol sobre el tejido mesentérico de machos,
mencionado anteriormente como una posible influencia de la misma en el tamafo de

los adipocitos en el tejido mesentérico de machos.
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Diversos estudios demuestran la posibilidad de que los efectos propios de la lipocalina
2 se encuentren orientados hacia el estimulo antiinflamatorio, lo que se ha determinado
in vitro a través de la induccion de la expresion de los genes de lipocalina 2 por TNF-
alfa en la estirpe adipocitica 3T3-L1 (56). Por otro lado, se ha demostrado que la
lipocalina 2 se encuentra en concentraciones altas en tejido inguinal adiposo en
hembras obesas inducidas mediante una dieta alta en grasas, esto sugiere que puede
tener efectos locales en el remodelado y metabolismo (57).

Por medio de inmunofluorescencia, determinamos una mayor tendencia de expresion
de lipocalina 2 en tejido gonadal de hembras tratadas con edulcorantes, en
comparacion al grupo control; sin embargo, se observa mayor expresion en sacarosa y
sucralosa, comparado con glucosidos de esteviol. Esto puede explicar el posible efecto
contrarregulador del estado crénico de inflamacion que se genera al consumir dichos
edulcorantes (57). Sin embargo, se ha demostrado que la tendencia en machos
muestra una distribucion diferente, con un aumento de la expresién en glucésidos de
esteviol y sucralosa, comparado con sacarosa, explicado probablemente por una menor
reserva de grasas en el tejido adiposo de estos individuos, y con ellos una menor
secrecion de adipocinas pro inflamatorias 0 a una menor expresion de los genes de
lipocalina por importancia secundaria de la misma en el remodelado de dicho tejido (58,
59).

Diversos estudios demuestran una mayor expresion de lipocalina en obesidad inducida
por implementacion de dieta alta en grasas, con una tendencia de expresion mayor en
tejido adiposo gonadal que en mesentérico. Nuestro estudio ha demostrado una
posible tendencia hacia a disminucion en la expresiéon de lipocalina 2 en tejido adiposo
mesentérico de machos y hembras tratados con edulcorantes respecto al grupo control,
lo que quiza pueda indicar que le papel de lipocalina 2 en este tejido sea secundario, en

su contraparte con tejido adiposo gonadal (58).
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12. CONCLUSIONES

Este estudio demostroé la influencia de la alimentacion a base de edulcorantes nutritivos
(sacarosa) y no nutritivos (glucésidos de esteviol y sucralosa) en el tamafio y nUmero de
adipocitos de un modelo murino de la cepa BALB/c. Adem&s, se ha demostrado la
posible relacion del tratamiento con edulcorantes en la intensidad de la expresion de la
proteina lipocalina 2 en tejido adiposo. Se encontré una tendencia de mayor tamafio
adipocitico en la suplementacidon con sacarosa y glucésidos de esteviol y una
disminucién del mismo en sucralosa; de forma contraria, se observé una disminucién de
leucocitos en el grupo suplementado con glucésidos de esteviol y aumentado en
sucralosa y sacarosa. Asimismo, demostramos la influencia de estos compuestos en la
expresion de lipocalina-2 a nivel de tejido adiposo, con una tendencia a mayor

expresion en suplementacion con sacarosa, y disminucion con glucosidos de esteviol.
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13. PERSPECTIVAS FUTURAS

Nuestro estudio refleja resultados consistentes en su mayoria congruentes con
investigaciones previamente realizadas, con la ventaja de incluir un espectro amplio de
muestras y grupos, lo que ha orientado a una explicacion integral de la respuesta del
tejido adiposo al uso crénico de edulcorantes comerciales artificiales y naturales,
nutritivos y no nutritivos a través de la cuantificacion y medicidon de adipocitos y
leucocitos e investigacion de expresion tisular por inmunofluorescencia de la lipocalina-
2; sin embargo, se necesita realizar esta investigacion con un mayor numero de
individuos por grupo para demostrar el grado de significancia estadistica de los
resultados encontrados. Para este fin se necesita ampliar el niumero de individuos a un
minimo de 6 por grupo. Sumado a esto, seria de gran importancia en el futuro investigar
mayores patrones moleculares y respuestas inmunitarias in vivo e in vitro del tejido

adiposo de ratones suplementados y no suplementados.
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