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Resumen

OBJETIVOS: Analizar la influencia de la Sacarina de Sodio sobre el nimero de células caliciformes en el intestino delgado de ratones bajo condiciones similares de edad, peso y con
la preexistencia del estimulo de inyeccién de solucién Fisioldgica y Sacarina de Sodio a diferentes tiempos de exposicién,

MATERIALY METODOS: Se utilizaron como unidades experimentales a 60 ratones de dos meses de edad de la cepa Balb/c, endocriados, bajo condiciones ambientales
controladas. Se formaron 4 grupos: 3 experimentales y 1 de control. A los grupos experimentales se les inyect 6 0,1 ml de solucion fisiolégica adicionada con sacarina de sodio (1
mg/ml) por via intraperitoneal durante 15 dias (G1), 30 dias (G2) y 60 dias (G3). Los ratones del grupo control se separaron en tres lotes y se les inyect6 0,1 ml de solucién
fisiolégica por via intraperitoneal durante 15, 30 y 60 dias. Inicialmente se pesaron todos los ratones y luego de cada periodo de tratamiento, para finalmente ser sacrificados con el
objetivo de extraer los duodenos de cada animal para luego procesarlos con t écnicas histolégicas adecuadas para evidenciar y poder contar las células caliciformes de 5 vellosidades
elegidas al azar de 3 cortes de duodeno de cada unidad. El estudio estadistico utilizado consider 6 técnicas descriptivas e inferenciales: Métodos graficos, Analisis de datos
apareados, ANOVA de dos vias (Tratamiento y dias de exposicién), Test de Tukey HSD, y an alisis de la evolucion de Tasas de Variacion relativa de diferencias de pesos y del
namero de células caliciformes. Se utilizé el software estad istico SPSS versién 9.0.

RESULTADOS:

1) No se observaron diferencias significativas respecto de la evolucién de las medias de las diferencias de pesos de los grupos en el tiempo.

2) Se observaron diferencias significativas en el namero de células caliciformes. Este namero fue significativamente menor en los grupos experimentales respecto al control, a
los 15, 30 y 60 dias de tratamiento. Las tasas de variaciones relativas del nimero de células caliciformes evidenciaron una disminucién de por lo menos un 19 % con respecto
al control en los distintos tiempos estudiados.

CONCLUSIONES :

1) El efecto del estrés que produjo sobre el peso, el estimulo de inyeccién de sacarina o de solucién fisiolégica, fue el mismo en ambos grupos de ratones.

2) La sacarina de sodio produjo una disminuci 6n del nimero de células calicifomes del duodeno del ratén, posiblemente por modificacién de la velocidad de proliferacién,
diferenciacion celular o por un incremento en la mortalidad de dichas células.

3) El observar una disminucién en el nimero de células caliciformes llevaria a una disminucién en el volumen secretado de mucus en el duodeno, esto podria producir una
mayor exposicion del epitelio a los productos acidos provenientes del estomago.

Introduccion

La tendencia de los patrones alimentarios de la sociedad actual es de consumir alimentos con bajo poder calérico, concentrados en azucares refinados y grasas. Con la
finalidad de reducir el contenido calérico de alimentos elaborados en general se sustituye total o parcialmente el azlGcar con aditivos alimentarios denominados “edulcorantes” que
son sustancias no nutritivas utilizadas en la industria alimenticia desde hace muchos afios también para conservar, dar color y sabor a los productos elaborados. (1), (2),(3) . Este
aditivo es considerado un aditivo directo ya que es una sustancia afiadida a un alimento con un prop 6sito espec ifico. (2).

En Argentina la ingesta de los mismos es directa e indirecta ya que los edulcorantes se utilizan en m &s de 170 productos alimenticios de consumo diario, en bebidas,
golosinas, lacteos, galletitas, etc. (1).

El consumo de alimentos con edulcorantes se realiza por lo general sin considerar los valores de ingesta diaria admisible (IDA), por lo que las cantidades consumidas
podrian superar ampliamente los valores recomendados en nuestra legislacién.

Alun no se ha demostrado que los edulcorantes sean sustancias de riesgo (téxicas) para el consumo humano. Sin embargo manifestaciones téxicas se detectaron en
animales de laboratorio a través de cambios funcionales y alteraciones inmunitarias siendo una de las m &s comunes las digestivas . (2).

Los edulcorantes no nutritivos mas utilizados son: sacarina, ciclamato, acesulfame-K, aspartamo, sucralosa.

La Sacarina de sodio se obtiene a partir del tolueno y es muy dulce, existen sospechas de la no _inocuidad en su consumo, por lo que es el edulcorante mas
cuestionado ya que en estudios experimentales con ratas se la utiliz6 como agente inductor o promotor en la aparicién de neoplasias en intestino y vejiga, (8). Se sospecha ademas
que puede actuar como un factor epigenético modificando el metabolismo celular, (4). En experiencias anteriores encontramos que la Sacarina de Sodio induce modificaciones en las
células absortivas del intestino delgado y grueso del ratén, produciendo fusién de membranas y desprendimientos apicales celulares. (5), (6), (7).

En este trabajo, el estudio se centré en la mucosa duodenal de los ratones tratados con sacarina. Se seleccioné como modelo experimental a ratones por su tamafio,
vida relativamente corta, alta eficacia reproductiva, adaptacién en grandes colonias, amplia variabilidad genética y por su susceptibilidad a agentes quimicos y microbianos. En
diversos estudios se demostr 6 que este modelo es muy Util para estudiar los mecanismos de la carcinogenesis inducida por factores externos, ( 9), (10).

Material y Métodos

Se utilizaron como unidades experimentales a 20 ratones de dos meses de edad de la cepa Balb/c, edocrinados, bajo condiciones controladas de humedad, temperatura,
horas de luz y oscuridad, separados en jaulas por tratamiento y por sexo.

Dado que el estudio producia destruccién del sujeto, se formaron 4 grupos: 3 experimentales y 1 de control. A los grupos experimentales se les inyect6 0,1 ml de solucién
fisiolégica adicionada con sacarina de sodio (1mg/ml) por via intraperitoneal durante 15 dias (Grupo 1), 30 dias (Grupo 2) y 60 dias (Grupo 3). Los ratones del grupo control se
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separaron en 3 lotes y se les inyecté 0,1 ml de solucién fisiolégica por via intraperitoneal, durante 15, 30 y 60 dias.

Todos los ratones se pesaron inicialmente y luego de cada periodo de tratamiento, para finalmente, ser sacrificados con el objetivo de extraer los duodenos de los animal
para luego realizar la coloracién de Alcian Blue (pH 2,5) — PAS. Se contaron las células caliciformes de 5 vellosidades elegidas al azar de 3 cortes de duodeno de cada animal.
Figura 1, Figura 2, Figura 3, Figura 4.

El estudio estad istico consistié en dos fases:
Fase 1) Se realizé un estudio descriptivo de datos apareados, para determinar si el estimulo de inyeccién producia algin efecto no deseado en el peso, para el estudio se
consideraron diferencias de los pesos

(di = Peso Final —Peso Inicial), para cada grupo a distintos dias, ademas para el analisis se utilizaron Tasas de variacion relativa y Coeficientes de Variacién relativa

TVR = [( d;- d;)/ d;1.100

con j = periodo de referencia, i = perfodo de comparacién

CVR = [SE/XM].100,

con SE = Error cuadratico medio , y XM = Media Muestral
Fase 2) Andlisis de la Varianza con dos factores (Tratamiento y dias de exposicién), Test de Tukey HSD , y analisis de la evolucién de las Tasas de Variaci6n Relativa:

TVR=( ( NCE - NCC) / NCC ) ).100,

con NCE= N © de Células Caliciformes Grupo Experimental y

NCC= N° de Células Caliciformes Grupo Control.

Figura 1 - GRUPO CONTROL [15 dias de exposicion, Alcian Blue (pH 2,5) — PAS]
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Figura 3 - GRUPO CONTROL [30 dias de Exposicion, Alcian Blue (pH 2,5) — PAS]
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Figura 4 - GRUPO EXPERIMENTAL [30 dias de Exposicién, Alcian Blue (pH 2,5)— PAS]

Resultados

Fasel) Respecto a la evolucién de las medias de las diferencias de pesos de ambos grupos y en diferentes tiempos no se observaron diferencias significativas, sin embargo
llamativamente, al analizar las Tasas de Variacién Relativa (TVR), [Tabla N° 1], y los Coeficientes de Variabilidad Relativa (CVR), [Tabla N° 2], se observaron incrementos y
disminuciones porcentuales muy elevadas: incrementos entre las diferencias entre los pesos en los 15 y 30 dias con una TVR de 526% en el grupo control y de un 50% en el grupo
experimental; seguido de una disminucién entre los 30 y 60 dias con una TVR de 107% en el grupo control y de 453% en el grupo experimental. Respecto a las variabilidades en las
diferencias de pesos se observo que los valores del CVR en cada grupo fueron:

Grupo Control: CVR 15dias =347%, CVR 30dias = 46% , CVR 60dias = 308%

Grupo Experimental: CVR ;5400 =111%, CVR 504156 = 142% , CVR o0 = 33%.
Tabla N° 1: Tasas de Variaciones Relativas de Diferencias de Pesos
— —
| 11 G. CONTROL [11 G. EXPERIMENTAL ||
| 30 vs. 15 d ias 1 +526 % ]| +50 % |
| 60 vs. 30 d ias [ -107 % [ - 453 % 1

Nota: valores positivos indican incrementos, valores negativos indican disminuciones

Tabla N° 2: Promedios y dispersiéon de diferencias pesos por dias de Exposiciony Grupos

I DIAS " Ildif. esos " S.E. " C.V.R.
I= I contor | e | ez

| I ] Experimental | f 1,7 | | I 0 111%
30 | control |I73 || E |46 %
| || Experimental ll 2,5 || 3,5 || 142 %
| 60 || Control ll-O,S || 1,5 ll 308 %

I ll Experimental "-s,a ll 2,9 ll 33 %

Nota: Coeficiente de variabilidad relativa (CVR) indica el % en valor absoluto de la
variabilidad S.E. respecto a la media aritm ética.

Fase 2) Respecto a la evolucién de las medias del N° de Células Caliciformes a partir del Analisis de la Varianza con dos factores (Grupo y Dias de exposicién) se encontraron
diferencias significativas ( p<0,001) y al considerar las comparaciones de los grupos de a pares (Test de Tukey HSD), [Tabla N° 3], se observaron diferencias significativas entre los
grupos Experimental y Control (p <0,05), a los 15, 30 y 60 dias.

i o i i i i ici = - 9 = - v = - o
A partir de la TVR, [Tabla N° 4], [Grafico 1], se observo disminucién en el No de Células Caliciformes (TVR 15dfas 26,6%, TVR 30d s 19,8% , TVR s0dias 38,2%).

Tabla N° 4: Tasas de Variaciones Relativas de grupo experimental
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respecto a grupo control segin dias de Exposicion

| —— —

- - —

Nota: valores positivos indican incrementos, valores negativos indican disminuciones

Tabla N°5: Comparacién de grupo experimental respecto a grupo
control segin dias de exposicién. TEST DE TUKEY HSD

Dias de Exposiciéon DIFERENCIAS DE MEDIAS HD
_ _ _ _
. < 0,0001

_ _ _
_ - _ _

Tabla No 6: Velocidades de crecimiento para cada grupo respecto a d ias de exposicion

I 1l G. CONTROL 1] G. EXPERIMENTAL
15 dias vs. 0 dias 2 092 ? 0,18
30vs 15dias
? 012 ? 003
. i
60 vs. 30 d fas 2 0,004 ? 0,008
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Evolucion del Numero Promedio de Células Caliciformes
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Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que:

Las variaciones en los pesos se deben a la edad biolégica de los ratones, indicando un incremento natural a trav és del tiempo, esto surge como consecuencia de
no encontrar diferencias significativas en las medias de las diferencias de los pesos en ambos grupos, es decir que el tratamiento no modifica la evolucién de los pesos de las unidades experimentales. Por lo
tanto es posible concluir que: “el estr és que produce el estimulo de la inoculacién de una sustancia por medio de inyeccién es el mismo en ambos grupos de ratones”. Ademas se debe resaltar que al
observarse fluctuaciones tan altas en la variabilidad de los datos experimentales se deben controlar las condiciones de inicio del experimento tratando, en lo posible, lograr grupos homogéneos para el
estudio.

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir que la Sacarina de sodio produce una disminuciéon en el nimero de células caliciformes del intestino delgado
del ratén, (Grafico 1),lo cual hace sospechar que podria modificar la velocidad de proliferacion o diferenciacion celular en las células caliciformes o un incremento de la mortalidad de dichas células, (Tabla

N° 6).

Finalmente podemos inferir que el posible efecto que produciria la ingesta de sacarina de sodio, seria una disminuci6n en el nimero de
células caliciformes en el intestino delgado; lo que causaria una disminucién en el volumen secretado de mucus en el duodeno, ocasionando una mayor exposicion del epitelio a los
productos acidos provenientes del estomago.
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