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Citotoxicidad de los edulcorantes
Splenda® y Svetia® en formulaciones
extemporaneas pediatricas

RESUMEN

Antecedentes: en nuestro laboratorio se ha empleado previamente
sucralosa (Splenda®) para edulcorar formulaciones extemporaneas de
metformina; sin embargo, hay publicaciones que sugieren una posible
toxicidad del Splenda® en seres humanos.

Objetivo: determinar el efecto citotéxico de la sucralosa para producir
muerte celular en células humanas, en cultivo in vitro, a la misma
concentracion que se ha empleado en la formulacion extempordnea.

Materiales y métodos: las células se sembraron en placas de 96 pozos
y se incubaron con sucralosa (Splenda®) por 60 minutos, stevia (Svetia®)
o metformina. Se comparo la toxicidad celular determinada por absor-
bencia de formazan en lector de ELISA. Se analizaron las diferencias
mediante ANOVA (p < 0.05).

Resultados: no se comprobé citotoxicidad de las preparaciones endul-
zadas con sucralosa o stevia en comparacion con la metformina sola.

Conclusioén: tanto sucralosa como stevia pueden utilizarse como edul-
corantes de formulaciones farmacoldgicas extemporaneas.

Palabras clave: sucralosa, stevia, edulcorantes, citotoxicidad, formula-
cién extempordnea, farmacologia pediatrica.

Cytotoxicity of Splenda® and Svetia® in
paediatric extemporaneous formulations

ABSTRACT

Background: In our pharmacology laboratory we have used sucralose
(Splenda®) to mask the unpleasant flavour of metformin extemporane-
ous formulations. However, there have been reports regarding toxicity
of sweeteners as Splenda® in humans.

Objetive: To determine the ability of sucralose to induce cell death
in a model of in vitro cultured human cells at the same concentration
used in our formula.

Methods: Cells were cultured in 96-well ELISA plates, then incubated
with sucralose, stevia or metformin. Cytotoxicity was determined as
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the absorbance of formazan using an ELISA reader. Comparison was

performed by ANOVA (p < 0.05).

Results: Neither sucralose or stevia induced cell death when combined

with metformin.

Conclusion: Both sucralose and stevia howed to be safe for preparation

of paediatric extemporaneous formulations.

Keywords: sucralose, stevia, sweeteners, cytotoxicity, extemporaneous

formulation, paediatric pharmacology.

INTRODUCCION

La elaboracion de formulaciones magistrales
o extemporaneas para ajuste de dosis indivi-
dualizadas es una actividad fundamental en la
farmacologia pediatrica, esto debido a la caren-
cia de presentaciones pediatricas comerciales de
algunos farmacos. Con ello se facilita la adminis-
tracion oral de farmacos a ninos y adolescentes
en las dosis adecuadas.' En condiciones idoneas,
dichas formulaciones deben contener tGinicamen-
te el farmaco disuelto en agua;' sin embargo,
muy a menudo tienen sabor desagradable por
lo que se les adicionan edulcorantes o sabori-
zantes artificiales. La mayoria de dichos agentes
estd aprobada por la farmacopea mexicana, en
acuerdo con las internacionales, por tanto se
asume su inocuidad para el organismo. No obs-
tante, la elaboracién de una férmula magistral
no estd exenta de riesgos' y se deben plantear
estudios sobre la seguridad de los componentes
empleados, tal es el caso de ciertos edulcorantes
de reciente incorporacién a formulas magistrales,
como la sucralosa, para seres humanos.

En nuestro laboratorio se ha preparado una
formulacion magistral de metformina baja en
calorias? empleando sucralosa (Splenda® como
edulcorante. Dicha formulacién ha mostrado ser

estable fisica, quimica y microbiolégicamente
hasta por 30 dias,?>* ademas de cumplir con los
criterios de precision y exactitud en la cantidad
de farmaco inalterado, lo que garantiza la segu-
ridad de su uso.? El Splenda® es un polvo a base
del disacarido artificial Ilamado sucralosa. Segin
los fabricantes: “La sucralosa es una molécula
extremadamente dulce y estable, altamente hi-
drosoluble, al igual que el azticar y poco soluble
en lipidos.”

La sucralosa no produce toxicidad aguda ni
crénica en organismos expuestos.* No obstan-
te, los informes de toxicidad en seres humanos
han arrojado datos contradictorios, de tal suerte
que algunos autores le han atribuido efectos
citotoxicos y genotdxicos en distintas pruebas
preclinicas.® Por otro lado, aiin no se han lle-
vado a cabo estudios clinicos controlados que
verifiquen la inocuidad de la sucralosa tras la
exposicion a largo plazo; la informacién en este
terreno es ain muy preliminar.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
capacidad de la sucralosa para producir muerte
celular en un modelo biolégico de células hu-
manas en cultivo (células MCF-7) como primer
acercamiento a la determinacion de la toxicidad
bioldgica de la sucralosa, a la misma concentra-
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cién que se ha empleado en las formulaciones
extemporaneas elaboradas en nuestro labora-
torio, a fin de descartar a priori la inocuidad
in vivo del edulcorante en nuestra formulacion.
Asimismo, se evalda la contribucion de la met-
formina y se compara con la que pueda provocar
el extracto de Stevia revaudiana (Svetia®), un
edulcorante natural.

MATERIAL Y METODOS

Elaboracion de soluciones

Se elabor6 la formulacion de metformina 20 mg/
mL disolviendo una tableta de 500 mg (Glu-
cophage®, Roche) en 25 mL de agua potable
endulzada con 10% de sucralosa (Splenda®).
Para edulcorar el disolvente de la formulacién se
emple6 agua embotellada (Bonafont®) a la que
se le agregd 1 g de sucralosa por cada 10 mL; es
decir, 10% masa/volumen. Asimismo se prepar6
agua edulcorada con stevia (Svetia®), endul-
zante natural elaborado con base en extractos
secos de glicosidos de Stevia rebaudiana,®
también a 10%.

Cultivo celular

La determinacion de la citotoxicidad en sistema
eucarionte se llevo a cabo en células MCF-7
(pasaje 22) (ATCC) de cancer de mama. El cultivo
de las células se hizo en medio compuesto por
F12 Ham, Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
(DMEM) (1:1) enriquecido con 10% de suero fetal
bovino (GIBCO-BRL), con 100 Ul/mL de antibio-
ticos (penicilina y estreptomicina, GIBCO-BRL) e
incubacién a 37°C en una atmésfera compuesta
por 95% de aire, 5% de CO, y humedad relativa
de casi 100%. Las células se descongelaron a
37°Cy se sembraron arazénde 2 x 10°en 5 mL
de medio DMEM/F12, en frascos de cultivo de
75 mL. Cuando las células alcanzaron 75% de
cobertura en la superficie de crecimiento, se
cosecharon empleando solucién de tripsina-
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EDTA a 0.05% (GIBCO) durante 3 min a 37°C. Se
resembraron dos veces y hasta la tercera cosecha
se emplearon para el experimento.

Ensayo de citotoxicidad

Las células se sembraron en una microplaca de
ELISA de 96 pozos, a razén de 2 x 10* por pozo,
y se incubaron en las mismas condiciones de
crecimiento (37°C y 5% CO,) por 24 horas. Las
células fueron incubadas en medio de cultivo
que contenia los agentes edulcorantes (Splen-
da® y Svetia® por separado y la formulacién
extemporanea de agua potable con sucralosa +
metformina y stevia + metformina, de acuerdo
con el disefo de la placa (Cuadro 1). Esta disposi-
cién de los tratamientos en la placa se determin6
convenientemente para facilitar la siembra de
las células, la colocacion de los agentes y los
lavados de medio de cultivo. La lectura de la
placa se realiz6 previa elaboracién del esquema
en el programa Gen 5® del lector Epoch. La ex-
posicion a tales compuestos fue de 60 minutos,
considerada suficiente para producir toxicidad
por compuestos mutagenos y antineoplasicos. Se
retiré el medio de cultivo con los compuestos
y se anadié medio nuevo. Se incubaron por 24
horas. Este tiempo de exposicién sin agentes
fue para evaluar al mismo tiempo viabilidad
celular e inhibicién de la proliferacién; con este
esquema, las células se exponen brevemente y
luego se les da todo un ciclo de divisién celu-
lar. De hecho, las células del testigo negativo
tienen 100% de proliferacién y los tratamientos
se normalizan con los datos de dicho testigo. Al
concluir la exposicién a los diferentes agentes,
se anadieron 10 ulL del reactivo WST-1, “Cell
proliferation reagent”, Roche®, conteniendo sales
de tetrazolio y se incubaron durante 4 horas;
dicho colorante es amarillo pero cambia a rojo
intenso al descomponerse las sales de tetrazolio
en formazan, por accién de las deshidrogenasas
celulares; de este modo, a mayor absorbencia
mayor actividad celular y a menor absorbencia
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Cuadro 1. Disposicion de los tratamientos en la microplaca de 96 pozos

BCO 1 Splenda 1 Splenda 1 Splenda () BCO 1 Svetia 1 Svetia 1 Svetia )
BCO  2Splenda 2 Splenda 2 Splenda () BCO 2 Svetia 2 Svetia 2 Svetia )
BCO 4 Splenda 4 Splenda 4 Splenda (=) BCO 4 Svetia 4 Svetia 4 Svetia (=)
BCO 1 Sp+M 1 Sp+M 1 Sp+M (-) BCO 1 Sv+M 1 Sv+M 1 Sv+M ()
BCO 2 Sp+M 2 Sp+M 2 Sp+M (=) BCO 2 Sv+M 2 Sv+M 2 Sv+M (=)
BCO 4 Sp+M 4 Sp+M 4 Sp+M (-) BCO 4 Sv+M 4 Sv+M 4 Sv+M (-)
BCO: blanco de absorbencia (colorante sin células); 1, 2 y 4: mg de edulcorante por pozo; (-): testigo negativo (células sin

tratamiento); Sp + M: Splenda® + metformina; Sv + M: Svetia® + metformina.

mayor citotoxicidad. Se realizé la lectura de las
absorbencias a 440 nm en un lector de placas de
ELISA Epoch (Biotek®) operado por el programa
informatico Gen 5°.

RESULTADOS

El Cuadro 2 muestra los valores promedio de
densidad 6ptica de los tratamientos. Los datos
corresponden a los valores de absorbencia del
formazan, generados por la lisis de sales de te-
trazolio (contenidas en el reactivo WST-1) por la
actividad enzimatica de células vivas, de modo
que a mayor valor de absorbencia mayor canti-
dad de células vivas; asimismo, a menor valor
de absorbencia menor cantidad de células vivas
0 mayor citotoxicidad.

La absorbencia del control negativo (concen-
tracion del agente igual a cero) representa
citotoxicidad nula. Los datos representan la me-
dia de seis repeticiones y la desviacién estandar.
Las diferencias significativas entre los tratamien-
tos se determinaron por analisis de varianza de
un sentido con Microsoft Excel®. La sucralosa

(Splenda®) no fue citotéxica (F = 5.6 vs. F espe-
rada=7.7; p=0.07)y stevia (Svetia®) ain menos
(F=1.65 vs. Fesperada=7.7; p=0.08); ninglin
edulcorante gener6 toxicidad en conjunto con
la metformina (Figura 1).

DISCUSION
Toxicidad general

En este trabajo se encontr6 que la sucralosa
(Splenda®) no es toxica para un sistema de
células humanas (MCF-7) a la concentracion
probada. Dichos hallazgos concuerdan con lo
descrito en la literatura especializada en otros
sistemas biolégicos.*” La sucralosa se produce
por cloracion de la sacarosa dando lugar a un
compuesto estable de baja absorcién en el tubo
digestivo de los mamiferos.*® En algunos estu-
dios en ratas se ha observado que la sucralosa
se elimina en menos de 1% en forma de aductos
de glucuronidacion.” Ademas, la sucralosa y sus
aductos de glucurénido se eliminan sin rastro de
bioacumulacién en tejidos. Otros estudios en
ratones también han mostrado que la sucralosa

Cuadro 2. Absorbencias de los tratamientos (densidad 6ptica a 440 nm). Tiempo de exposicion: 60 minutos. Los datos co-

rresponden a media + desviacién estdndar

mg de edulcorante Splenda® Svetia®
0 1.13+£0.2 1.13 £0.2
1 0.82 +0.08 0.99 + 0.1
2 1.05 = 0.02 1.24 £0.1
4 1.03 £0.13 1,19 4 ©.2

Splenda® + metformina Svetia® + metformina

113 £0.2 1.13 £0.2
1.03 £0.2 1.28 £0.12
0.95+0.2 1.23 £0.08
0.84 + 0.04 09+0.2
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Figura 1. Absorbencia versus concentracion de edul-
corante. @ Splenda®, m Svetia® a Splenda® + metfor-
mina,: v Svetia® + metformina.

no causa toxicidad aguda a dosis mas altas (10 g/kg
peso corporal).’Incluso, cabe mencionar que un
buen niimero de estudios sobre la toxicidad a lar-
go plazo en mamiferos indican que la sucralosa
no tiene un modo especifico de accién téxica y,
por lo tanto, no deberia causar efectos adversos
en la mayoria de los sistemas fisiolégicos.'"

Por otro lado, se ha sugerido que una dismi-
nucién en la microflora gastrointestinal y un
incremento en la expresion del citocromo P450 y
de la glucoproteina-P'? pudieran ser consecuen-
cias de la exposicion a la sucralosa; sin embargo,
el diseno del estudio y la interpretacion de dichos
resultados han sido cuestionados por expertos en
el tema y, por tanto, no son concluyentes.

Toxicidad en el sistema endocrino

Cabe senalar que no se han realizado suficientes
estudios para determinar la completa inocuidad
de la sucralosa en seres humanos. Sin embargo,
estudios en primates indican que las alteracio-
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nes en la regulacién de la glucemia, a pesar
de que la sucralosa no se metaboliza ni genera
calorias, posiblemente se deban a la secrecién
de insulina y al aumento de glucosa en sangre,
aunado a la posible estimulacién sensorial de
quimiorreceptores por el intenso sabor dulce
que posee la sucralosa.'> '

De acuerdo con lo anterior, dado que la sucra-
losa no fue toxica en células MCF-7 en cultivo,
ni por si sola ni con metformina, y dado que este
edulcorante no provoca inestabilidad fisicoqui-
mica de la metformina es posible emplearla para
formulaciones extemporaneas de dicho firmaco
antidiabético con la seguridad de que no va a
interferir con su accion terapéutica. Sin embargo,
esto no implica que el consumo prologado de
sucralosa (Splenda®) sea inocuo y no cause alte-
raciones endocrinas en el organismo. Hacen falta
mas estudios clinicos al respecto; sobre todo si se
va a emplear la formulacién durante varios aios.
Por lo tanto, en la tecnologia de elaboracion de
una formulacién extemporanea de metformina,
o cualquier otro farmaco antidiabético de uso
pediatrico, es recomendable reducir al minimo la
cantidad de sucralosa para endulzar; ademas, se
debe tener en mente que una formulacién extem-
pordnea idénea para administracién por via oral
no deberia contener nada mas que el farmaco
disuelto en agua.' La recomendacion podria
extenderse a restringir al minimo el consumo de
alimentos y bebidas que contengan sucralosa en
tanto no haya resultados concluyentes de que es
inocua para el organismo.

Sucralosa versus stevia (extracto de Stevia
rebaudiana)

La sucralosa no fue citotoxica (F = 5.6 vs. F espe-
rada = 7.7; p = 0.07) y stevia lo fue atin menos
(F=1.65 vs. Fesperada=7.7; p =0.08); ninguno
de los edulcorantes provocé toxicidad ni solo
ni en presencia de la metformina. Svetia® es de
origen natural y su costo es menor que el de
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Splenda®, por lo que también puede emplearse
para elaborar férmulas extemporaneas pediatri-
cas de metformina.

CONCLUSIONES

En las células de mamifero en cultivo el edulco-
rante sucralosa (Splenda®) no fue citotéxico y el
stevia (Svetia®) lo fue atin menos; por lo tanto,
ambos pueden utilizarse para endulzar férmulas
extemporaneas. Sin embargo, se sugiere emplear
la minima cantidad para ocasionar la menor
perturbacion fisiolégica.
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