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Resumen.

El consumo de grasas saturadas y de edulcorantes, juegan un papel importante en
el desarrollo de alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad. Uno de los
mecanismos por los cuales puede suceder esto es a través de la modificacion de la
microbiota intestinal. Sin embargo, no se sabe si ésta se modifica de manera selectiva
en funcidn de las diferentes estructuras quimicas de los edulcorantes caldricos y/o no
caldricos consumidos, con o sin una dieta alta en grasa saturada. En el presente
trabajo, se analizaron una amplia gama de variables fisiol6gicas y metabdlicas del
hospedero, asi como la modificacion de la microbiota intestinal por medio de
metagenOmica, para tratar de dilucidar el efecto de los diferentes edulcorantes en
presencia 0 ausencia de una dieta alta en grasa. Los hallazgos demuestran que el
consumo de sacarosa aumenta de manera significativa la endotoxemia metabdlica y la
intolerancia a la glucosa; la sucralosa produjo un desequilibrio marcado de la microbiota
intestinal, aumentando la abundancia relativa de Bacteroides fragilis lo cual esta
relacionado con el incremento de la permeabilidad intestinal, asi como la elevacién de
los niveles séricos de citocinas proinflamatorias induciendo intolerancia a la glucosa.
Por otro lado, el consumo de edulcorantes menos refinados de origen natural,
presentaron efectos benéficos o no perjudiciales para la salud. Los glucésidos de steviol
aumentaron la abundancia de Akkermansia muciniphila, la cual se asocia con la
reduccion de la grasa corporal y aumento del gasto energético. El mascabado y la miel
se relacionaron con la ausencia de endotoxemia metabdlica, un aumento en la
diversidad de genes bacterianos y la sefalizacion funcional de la insulina. Por otra
parte, la adicion de grasa a la dieta aumento la disbiosis intestinal, la concentracion de
leptina y la inflamacion. Estos hallazgos indican que el tipo de edulcorante y una dieta
alta en grasas modifican selectivamente la microbiota intestinal y con ello vias
involucradas en el metabolismo y la inflamacion, por lo que es importante considerar

gue ambos factores juegan un papel importante ya sea por si solos o en combinacion.



Introduccion

El consumo de edulcorantes no cal6ricos (aspartame, sucralosa, sacarina) asi como
el consumo de azucares refinados (sacarosa, fructosa) o edulcorantes caldricos
(mascabado, miel, xilitol) han causado una gran controversia en los ultimos afios.
Basado en diversos estudios epidemiolégicos se han observado cambios importantes
en los patrones de alimentacion en los hogares de México. Se ha observado una
disminucién en el consumo de alimentos tradicionales, vegetales y frutas; con un
incremento en azucares refinados, grasas y refrescos. Durante la dltima década se
observdé un incremento sustancial en el numero de productos que contienen
edulcorantes y por consiguiente, el consumo de los mismos. En Estados Unidos
salieron al mercado mas de 6000 productos con edulcorantes entre 1999 y 2004. Por
otro lado, el azucar proporciona hidratos de carbono que se absorben rapidamente y al
encontrarse en una gran cantidad de alimentos, da lugar a una ingesta de energia
excesiva, ganancia de peso y sindrome metabdlico. Por ello, las personas escogen los
edulcorantes no caloricos sobre el azlcar, con la intencion de perder o mantener el
peso corporal. Interesantemente, los estudios epidemiolégicos sugieren que los
edulcorantes no caldricos no ayudan a la pérdida de peso. Estudios de cohorte
prospectivos, correlacionan de manera positiva el uso de edulcorantes no caléricos y la
ganancia de peso. Las bebidas dietéticas, de amplio consumo en la poblacion, se han
relacionado con un incremento de 0.16 Kcal/m? en el indice de masa corporal por cada
porcién de bebida consumida. Esto resulta relevante dado que los edulcorantes no

aportan, o aportan una cantidad minima de energia.

El mecanismo por el cual el sabor dulce es percibido, es til para predecir la
ingesta caldrica que se altera al utilizar edulcorantes. El organismo prepara una
respuesta en el tracto gastrointestinal para el procesamiento de los hidratos de carbono
asociados al sabor dulce, que no se lleva a cabo con la ingesta de los edulcorantes. La
consecuencia es la disociacion de la dulzura de la ingesta energética. Experimentos en
roedores, sugieren que el dar un edulcorante natural genera una respuesta que

mantiene el consumo de energia constante, mientras que esto no ocurre con el



consumo de edulcorantes no caloricos que pueden ocasionar una ingesta energética
compensatoria mayor asociada al bajo contenido cal6rico del edulcorante artificial.
Otros estudios con edulcorantes no caldricos demostraron que estos influyen en la
diferenciacion de los adipocitos estimulando la adipogénesis y que este mecanismo es
dependiente de la dosis utilizada. Los diferentes hidratos de carbono impactan de
maneras diferentes el metabolismo de los lipidos. La fructosa incrementa la lipogénesis
de novo, provoca dislipidemia, disminuye la sensibilidad a la insulina e incrementa la
adiposidad visceral; interesantemente el consumo de glucosa provoca un incremento en
la adiposidad subcutanea en roedores. Estas alteraciones fisiolégicas contribuyen al
desarrollo de enfermedades cronicas que impactan a millones de personas a nivel
mundial como la obesidad y diabetes mellitus tipo 2 que han alcanzado proporciones
epidémicas. Estas patologias se encuentran asociadas a diversos factores de riesgo,
por lo que, es fundamental realizar mayores estudios para comprender los diversos
mecanismos de accion a nivel molecular y fisiologico de los diferentes edulcorantes
sobre las alteraciones metabdlicas generadas. Uno de los posibles mecanismos es la
generacion de una disbiosis de la microbiota intestinal. Actualmente se sabe que la
microbiota es considerada como un nuevo 6rgano por su impacto sobre la salud. El tipo
y la concentracién de polisacaridos no digeribles pero fermentables, asi como la
presencia de algunos compuestos bioactivos modulan la proporcién de bacterias, sin
embargo, la presencia de azlcares o edulcorantes puede afectar la fermentacion de los
polisacaridos modificando los productos de fermentacién como los &cidos grasos de

cadena corta (acetato, propionato y butirato).

Hace algunos afios se publicé en la revista Nature que el consumo de edulcorantes
artificiales, particularmente la sacarina producia un desequilibrio en la microbiota,
denominado disbiosis, resultando en intolerancia a la glucosa (Suez et al., 2014). Los
cambios observados en la microbiota intestinal de roedores incluyen un incremento en
Bacteroides vulgatus y disminucion de Akkermansia muciniphila cuyas modificaciones
en las vias de obtencion de energia estan asociadas a obesidad, acumulacion de
lipidos y diabetes mellitus. Los autores asumen que la respuesta es similar para otros

edulcorantes artificiales, y que provocan intolerancia a la glucosa, sin embargo, no



toman en cuenta la estructura quimica de cada edulcorante y ademas no lo
demuestran, lo que sugiere que el efecto en la microbiota puede cambiar
significativamente dependiendo de la estructura de cada edulcorante. Algunos
edulcorantes naturales, como Stevia rebaudiana, se han asociado a algunos efectos
benéficos como la actividad antioxidante y esto ha incrementado su uso en productos
comerciales. Sin embargo, al analizar su efecto in vitro sobre la microbiota intestinal se
demostrd que inhibe el crecimiento de Lactobacillus reuteri y se observa un pH mas
elevado que en los controles, indicando una posible modificacion en el microambiente
(Denina, Semjonovs, Fomina, Treimane, & Linde, 2014). Por lo que es necesario
conocer el efecto in vivo de este edulcorante a largo plazo sobre la microbiota. Estudios
previos en el laboratorio han demostrado que la inclusion de sacarosa en el agua de
bebida mas una dieta alta en grasa saturada incrementan la intolerancia a la glucosa
asi como anormalidades en el metabolismo de lipidos en ratas que consumieron esta
dieta por 7 meses ademas de generar una disbiosis en la microbiota intestinal, por lo
que es necesario estudiar la relacion que hay entre la microbiota intestinal y el consumo

de edulcorantes.



Marco tedrico.

A) Edulcorantes

Un substituto de azucar es un aditivo de alimentos que incrementa el efecto de
sabor dulce, generalmente con menor aporte de energia. Algunos sustitutos de azucar
son caloricos y algunos son sintéticos. Los sintéticos se denominan edulcorantes no

caldricos o edulcorantes artificiales (Carocho, Morales, & Ferreira, 2017).

Originalmente, los edulcorantes no caloricos fueron disefiados para limitar el
consumo de azlcar en pacientes con diabetes. Posteriormente su uso aument6 debido
al hecho de estar asociado con una figura mas delgada y actualmente se ha asociado
su consumo con la idea de no ganar peso (Rogers et al., 2016). Sin embargo, existen
controversias sobre el uso de estos edulcorantes no caldricos (Hess, Myers, Swithers, &
Hedrick, 2018).

Es importante para la industria de alimentos, para los profesionales de la salud y
para el consumidor, el conocer los mecanismos de accidén de los edulcorantes y como
interactian las moléculas que producen la sensacién de dulzor con los receptores del
sabor dulce, asi como las respuestas fisiolégicas que se desencadenan con las
diferentes sefiales que se disparan en cascada al estimular estos receptores. Este
conocimiento ayudara al desarrollo de nuevos edulcorantes, aplicables en nuevos
alimentos bajos en calorias, aumentando el potencial de tener una poblaciéon mas sana
(Grembecka, 2015; Hofmann & Tschop, 2009).

Actualmente se cuenta con siete edulcorantes no caléricos aprobados por la
legislacién de varios paises como la sacarina, sucralosa, aspartame, acesulfame K,

extracto de fruta luo han guo, neotame y Stevia (Swithers, 2015).



B) Recepcion del dulzor

Los mamiferos se inclinan por la preferencia del sabor dulce debido a que esta
relacionado a la presencia de hidratos de carbono que indican la disponibilidad de
energia y nutrientes (Chandrashekar, Hoon, Ryba, & Zuker, 2006). El sabor se percibe
por los receptores de la familia T1R, de los cuales T1R1, T1R2 y T1R3 se ubican
principalmente en las papilas gustativas. Las células en las papilas gustativas envian la
informacion al sistema nervioso central que da la percepcion del sabor. El sabor dulce
se detecta por la combinacion de TIR2+T1R3 (Figura 1). La unién de los edulcorantes
a estos receptores permite la percepcion del dulzor (Fernstrom et al., 2012; Zhao et al.,
2003).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los receptores del dulzor T1IR2 y T1R3 linguales

Los receptores del dulzor pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G, (GPCRs) de las células receptoras del gusto, teniendo una estructura de 7
asas transmembranales (Margolskee, 2002). Los T1R también se han encontrado en el

intestino, el cerebro, el tejido adiposo, la vejiga y otros O6rganos. Su localizacion en



estos Organos sugiere muchas teorias, entre ellas la posibilidad de detectar diferentes
nutrientes y mantener la homeostasis de los mismos. En el caso de los roedores, los
receptores T1IR2 y T1R3 que se expresan en el intestino, se proponen como los
sensores de glucosa a nivel del tracto gastrointestinal (Kok et al., 2018).

Los T1R se expresan en células enteroendocrinas intestinales (Células L y K) y
promueven la liberacién de GLP-1y GIP (Jang et al., 2007) de estas células o explantes
duodenales (Kokrashvili, Mosinger, & Margolskee, 2009). Estos péptidos estimulan la
sintesis de proteinas transportadoras de azucares en los enterocitos, facilitando asi la
absorcion de azucares y finalmente su entrada en la circulacion (Mace, Affleck, Patel, &
Kellett, 2007). Estas incretinas, también actlan sobre el pancreas para la produccién de
insulina y reducir la secrecién de glucagon, asi como modular el vaciamiento gastrico, la
motilidad intestinal y la ingesta de alimentos (Baggio & Drucker, 2007). Una de las
funciones de los receptores del dulzor en las células enteroendocrinas intestinales
puede ser la de detectar los azucares cuando estan presentes en el tubo digestivo, lo
que facilita su paso a través de la luz intestinal hacia la circulacién y, en ultima
instancia, hacia las células del cuerpo que los utilizan para generar energia. Estas
asociaciones entre el metabolismo energético y los receptores del dulzor en tejidos
extraorales sugieren que son una parte importante de la homeostasis energética. Existe
evidencia reciente donde se ha demostrado que ratones libres de gérmenes presentan
una sobreexpresion del receptor TLIR3 (Kochem, 2017), sin embargo, se desconoce Si
los edulcorantes caléricos o no caléricos modifican la microbiota y de ahi la expresiéon

de los receptores del dulzor.

En conjunto, los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes
artificiales, debido a su estructura diversa, pueden modificar de manera diferencial a la
microbiota y de ahi generar diferentes alteraciones en el metabolismo de lipidos, asi
como en la expresion de los receptores del dulzor que modulan el metabolismo

energeético de la célula.



C) Microbiota

El tubo digestivo alberga un ecosistema bacteriano complejo, que cuenta con un
nimero de microorganismos cercano a los 100 billones (10'4) que forman la microbiota
intestinal. Esta microbiota intestinal ha evolucionado junto con el ser humano,
adaptandose y conviviendo con €l en una estrecha relacidon simbiética (Hooper,
Midtvedt, & Gordon, 2002). La microbiota ejerce funciones nutricionales, metabdlicas y
protectoras que la vuelven indispensable para el hospedero, mientras que este le
entrega nutrientes y condiciones adecuadas para su crecimiento (Gordon, Dewey, Mills,
& Medzhitov, 2012). La presencia de la microbiota intestinal, de hecho, impacta en la
expresion de genes en la mucosa intestinal del hospedero: por ejemplo la colonizacion
de ratones axénicos (sin microbiota) por Bacteroides thetaiotaomicron (un
microorganismo comun en la microbiota intestinal) induce la expresidon de genes
implicados tanto en la inmunidad del organismo y la regulacion de la funcion intestinal
de barrera como en la vascularizacion del epitelio y la digestion/absorcién de nutrientes,
principalmente susA—susG (Foley, Cockburn, & Koropatkin, 2016).

La microbiota no se distribuye de forma homogénea a lo largo del tracto digestivo;
mas de 99.9% se encuentra en el colon, con concentraciones que alcanzan los 10° a
10'! unidades formadoras de colonias por gramo (CFU/g) y con un fuerte predominio de
anaerobios estrictos (Ley et al.,, 2005). El ciego y el colon ascendente son sede de
procesos intensos de fermentacion y sus poblaciones bacterianas estan en continuo
crecimiento, produciendo grandes cantidades de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) que ocasionan un pH bajo (5,4 - 5,9), mientras que en el colon descendente
estos procesos son menos intensos por lo cual la concentraciéon de AGCC en su lumen
es menor y el pH mas alto (6.6 — 6.9) (Schwiertz et al., 2010). En la microbiota intestinal
existe un equilibrio entre las poblaciones bacterianas dominantes y aquellas subdomi-
nantes presentes en menor cantidad. Cuando este equilibrio es adecuado, la microbiota
actia como una barrera que impide la multiplicacion de patdégenos y por ende el
desarrollo de patologias gastrointestinales (Everard & Cani, 2013; Turnbaugh & Gordon,
2009).



La complejidad del ecosistema microbiano intestinal se ha estudiado y revisado
extensamente durante estos Ultimos afos. Se dispone de datos sélidos a favor de que
en el tubo digestivo humano estdn representados cuatro Phylum bacterianos
dominantes: Firmicutes (Grampositivos), Bacteroidetes (Gramnegativos),
Actinobacterias (Grampositivas) y Proteobacterias (Gramnegativas) (Ussar et al., 2015).
Los hongos y los Archaea pueden ser también residentes, pero comprenden menos del
1% de la poblacién total, lo que ilustra que el ecosistema intestinal estd dominado
claramente por las bacterias, en particular las correspondientes a los Phylum Firmicutes
y Bacteroidetes, las cuales estan distribuidas de diferente manera de acuerdo al estado
de salud del individuo. Se ha calculado que existen en el intestino humano

aproximadamente 1024 especies bacterianas (Turnbaugh et al., 2009).

La principal manifestacion del mutualismo entre la microbiota intestinal y su
hospedero es que la primera es capaz de extraer energia proveniente del almidén
resistente y de los poli- y oligosacéaridos que forman la mayoria de la fibra dietética
soluble, haciéndola disponible para el hospedero y evitando de esta forma su pérdida
en las deposiciones (Turnbaugh et al., 2006). Bacillus tethaiotaomicron, por ejemplo,
puede expresar 175 hidrolasas distintas, o que le otorga plasticidad para adaptarse
tanto a los diversos polisacaridos de la dieta como a los endbégenos presentes en el
glicocalix y en las mucinas (Turnbaugh et al., 2006). La fermentacion de estos sustratos
libera agua, gases (CO2, H2, CH4) y AGCC, principalmente acetato, propionato y
butirato en una proporcion aproximada de 60%, 20%, 20%, respectivamente,
dependiendo de la naturaleza de la fibra. Estos AGCC se absorben y se oxidan,
permitiendo una mayor obtenciéon de energia. La importancia de este fendmeno la
ilustran los ratones axénicos que, al carecer de microbiota intestinal, deben consumir 20
a 30% mas de alimento que los animales convencionales que presentan microbiota

para lograr crecimientos comparables (Morrison & Preston, 2016).

En el ser humano se estima que alrededor de 7 a 10% de las calorias absorbidas
provienen diariamente de este proceso de extraccion de energia por medio de la

microbiota intestinal. Mientras que el butirato se metaboliza principalmente por los
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colonocitos, el acetato y el propionato son absorbidos, alcanzando concentraciones de
300 a 450 uM en la sangre portal y de 50 y 100 uM en la sangre periférica. Una vez
captado por el higado, el acetato sirve de sustrato preferencial para la gluconeogénesis
y la sintesis de colesterol y de los triglicéridos, mientras que el propionato inhibe la
expresion génica de las enzimas hepaticas involucradas en esta lipogénesis de novo
(Cummings, Pomare, Branch, Naylor, & Macfarlane, 1987; Tan et al., 2014). El
reconocimiento del rescate colénico como una fuente regular y significativa de calorias
para el organismo hace que en la actualidad las instancias responsables estén
discutiendo la posibilidad de atribuir un cierto valor energético (2 Kcal/g) a la fibra
soluble presente en alimento, lo cual se ha asociado con un incremento de

aproximadamente 150kcal por dia en una dieta de 2000kcal (Everard & Cani, 2013).

La obesidad puede definirse como un "balance de energia positivo", dando a
entender que el consumo caldrico total es mayor que el gasto total de energia durante
un periodo relativamente largo de tiempo. Ademas, la dieta "obesogénica" suele ser rica
en grasas y pobre en fibras dietéticas y de carbohidratos con un indice glucémico bajo
(Apovian, 2016; Flores et al.,, 2010). EIl incremento de la prevalencia de obesidad
durante las ultimas décadas es alarmante y no puede ser atribuido Unicamente a
factores genéticos. La investigacion esta sefialando actualmente a la microbiota
intestinal como factor ambiental relaionado la obesidad, ya que la microbiota intestinal
contribuye al metabolismo energético y al desarrollo de obesidad en el hospedero
(Backhed et al., 2004). Las investigaciones revelan que cambios inadecuados de
composicién y/o actividad de la microbiota intestinal, estan relacionados con diversas
enfermedades del hospedero. Esta disbiosis caracteriza a las personas con sobrepeso
0 con obesidad o diabetes, inicialmente por un cambio en la relacion
Bacteroidetes/Firmicutes. Estas modificaciones cuantitativas de los Phylum microbianos
podrian estar asociadas con las modificaciones de la expresién genética microbiana y
por lo tanto con la modulacion de las funciones metabdlicas de la microbiota intestinal,
generando obesidad y algunas enfermedades metabolicas relacionadas (DeWeerdt,
2014; Everard & Cani, 2013).
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El papel de la microbiota en el desarrollo de obesidad se comenz6 a observar
mediante su analisis en ratones obesos ob/ob (ratones con una mutacién del gen de la
leptina) los cuales revelaron que las concentraciones colonicas de Firmicutes aumentan
mas de 50% mientras que las de Bacteroidetes disminuyen correlativamente,
comparado con los ratones de peso normal (Turnbaugh, Backhed, Fulton, & Gordon,
2008). A pesar de que las concentraciones de AGCC en el ciego de los ratones obesos
son mayores que en los normopeso, la cantidad de energia excretada en sus heces es
menor, indicando que el proceso de extraccién y absorcion de energia a partir de los
alimentos es mas eficiente en el animal obeso (Saad, Santos, & Prada, 2016). Esto se
explica por el hecho que el nimero de genes dedicados a la hidrdlisis de polisacaridos
es mucho mayor en la comunidad bacteriana de los animales obesos que en la de los
normopeso (Turnbaugh et al.,, 2006). Cabe destacar que los ratones axénicos
normopesos que se inocularon con la microbiota intestinal de ratones obesos
almacenan mas grasa corporal y ganan mas peso que aquellos animales inoculados
con la flora de ratones normopeso. Esto nos indica que la mayor capacidad de
extraccion de energia y de almacenamiento de grasa es una caracteristica transmisible

en la cual participa la microbiota intestinal (Backhed et al., 2004).

Estudios realizados en los ultimos afios indican que la microbiota es un actor
importante en la regulacion del metabolismo energético del organismo. Ademas de su
papel en el rescate coldnico de energia, participa en el almacenamiento de grasa en los
adipocitos. La microbiota intestinal de los sujetos obesos esta alterada, comparada con
aguella de los normopeso, lo que podria explicar su mayor eficiencia en la extraccion de
energia a partir de los alimentos (Baothman, Zamzami, Taher, Abubaker, & Abu-Farha,
2016; Moreira, Texeira, Ferreira, Peluzio Mdo, & Alfenas Rde, 2012). El contenido en
grasa de la dieta también es un factor que puede alterar la composicion de la microbiota
intestinal, a través del aumento de las concentraciones plasmaticas de LPS y el
consiguiente desarrollo de un estado proinflamatorio que facilita la aparicion de
resistencia a la insulina, resultando en una endotoxemia metabolica (Guerville et al.,

2017; Neves, Coelho, Couto, Leite-Moreira, & Roncon-Albuquerque, 2013). La mejor
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comprension de la composicion y funcionamiento de la microbiota intestinal ha
permitido el desarrollo de los conceptos de prebidticos y probidticos. Los prebioticos
son principalmente hidratos de carbono no-digestibles (fibras dietéticas solubles) cuya
fermentacién en el colon estimula el crecimiento de microorganismos (Bifidobacterium y
Lactobacillus) benéficos para la salud del hospedero mientras que los probidticos son
microorganismos inocuos que pueden sobrevivir su pasaje por el tracto gastrointestinal,
donde ejercen funciones benéficas (Davani-Davari et al., 2019; O'Callaghan & van
Sinderen, 2016). Tanto los prebidticos como los probiodticos pueden ser considerados
como herramientas utiles para mantener el equilibrio armonioso de la microbiota
intestinal a través del manejo de la dieta del individuo (Boesmans et al., 2018; Slavin,
2013). Se ha descrito que el consumo de prebidticos o de probiéticos podria ayudar a
mantener la homeostasis de la microbiota, previniendo las alteraciones anteriormente
descritas y estimulando mecanismos implicados en la sensacién de saciedad, por lo
gue es interesante conocer el efecto del consumo de los edulcorantes menos refinados
sobre la composicion de la microbiota intestinal en un modelo de obesidad inducido por
el consumo de un dieta alta en grasa (Gardana, Simonetti, Canzi, Zanchi, & Pietta,
2003).

Teniendo en cuenta que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo
con respecto a la aparicién de diabetes de tipo 2, varios grupos han especulado con la
idea de que la microbiota intestinal podria ejercer un impacto sobre la diabetes mas alla
de la manipulacion del peso (Everard & Cani, 2013). Ademas, es importante considerar
que la resistencia a la insulina es una patologia concomitante con la obesidad y se
correlaciona con inflamacion cronica de baja intensidad. Basandose en datos
experimentales sobre el impacto que ejerce la microbiota intestinal sobre la obesidad,
algunos autores han propuesto que la microbiota intestinal pudiera contribuir al inicio de
la resistencia a la insulina y al estado inflamatorio del hospedero (Cani et al., 2007;
Moreira et al., 2012).
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D) Funciones de la microbiota intestinal

Se conoce como microbiota normal a todas aquellas especies de microorganismos
gue se encuentran en el intestino de individuos sanos y que poseen una O varias
funciones que pueden ser benéficas para la salud del hospedero. Estas funciones se

dividen en metabdlicas, tréficas y de proteccion (Ley et al., 2005)

1. Funciones metabdlicas. El metabolismo microbiano es responsable de la
conversion de muchas sustancias energéticas en nutrientes que pueden ser absorbidos
y utilizados por el hospedero. La microbiota del intestino grueso juega un papel
importante en los procesos digestivos del hospedero, generando energia a partir de los
residuos alimentarios no absorbidos, de las células de descamacion intestinal y de las
secreciones a través de la fermentacion de los hidratos de carbono y proteinas, asi
como de la absorcion de los acidos grasos de cadena corta y otros productos
metabdlicos, que son utilizados por el hospedero para suplir parte de su requerimiento
de energia y por la microbiota para mantener su crecimiento y proliferacion (Karlsson,
Tremaroli, Nielsen, & Backhed, 2013). Esta funcion es tan importante que los roedores
libres de gérmenes, para mantener su peso, necesitan ingerir 30% mas de energia que
los animales con microbiota, o que prueba que las bacterias intestinales ayudan al
hospedero a extraer el maximo valor energético de los alimentos. Se calcula que el
epitelio coldénico obtiene entre el 60 y el 70% de las necesidades energéticas, a través
de la microbiota intestinal (Bhattarai & Kashyap, 2016).

La microbiota también contribuye a la homeostasis de los aminoacidos en el
hospedero. En aquellos animales no rumiantes ni copréfagos la proteina microbiana no
se utiliza en gran medida por el hospedero, sin embargo, una pequefia cantidad de los
requerimientos de ciertos aminoacidos lo proporciona la sintesis bacteriana. Este hecho
se observo al marcar aminoacidos con Nis y encontrar que entre el 1 y 20% de la lisina
y la treonina circulantes en estos animales derivd de las bacterias intestinales. También
se ha descrito que algunas bifidobacterias marcadas con Nis y administradas por via
bucal, al ser destruidas en el lumen, aproximadamente el 90% de las proteinas

liberadas son absorbidas por el intestino y el 70% se retienen en el organismo.(Genton,
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Cani, & Schrenzel, 2015) Los productos de la fermentacion bacteriana han sido
implicados en la motilidad, la circulacion y la estimulacion del flujo intestinal y visceral
que modulan la maquinaria metabdlica intrinseca de las células del hospedero,
resultando en una absorcion mas eficiente del agua, calcio, magnesio y hierro. Ademas
de su capacidad para metabolizar numerosos polisacaridos de plantas, también
degradan una gran variedad de glicoconjugados derivados del hospedero (condroitin
sulfato, mucina, hialuronato y heparina) (Hooper et al., 2001). Finalmente, los
microorganismos coldénicos también producen vitaminas por lo que los ratones libres de
gérmenes necesitan suplementos de vitaminas K, B y folato, que son producidas por los
Bacteroides, Eubacterium, Propionibacterium y Fusobacterium (Ingerslev, Thell,
Hedemann, Laerke, & Bach Knudsen, 2014).

2. Funciones troficas. Posiblemente el papel mas importante de la microbiota intestinal
sobre la fisiologia coldnica es su efecto trofico en el epitelio intestinal (Villanueva-Millan,
Perez-Matute, & Oteo, 2015). La diferenciacion de las células epiteliales esta afectada
en gran medida por la interaccion con los microorganismos residentes y sus productos
metabdlicos, principalmente por los acidos grasos de cadena corta (butirato, acetato y
propionato) que estimulan la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales en el
intestino humano. Ademas, el acetato lo utilizan los musculos esqueléticos y cardiaco

para obtener energia y por los adipocitos para la lipogénesis (Backhed et al., 2004).

3. Funciones protectoras. Se conoce que la microbiota intestinal propia representa
una barrera formidable para el establecimiento de poblaciones patégenas en el
hospedero. A este fendbmeno se le conoce como “interferencia bacteriana”, e incluye la
produccion de bacteriocinas, productos metabdlicos y otras condiciones inhibitorias
como disminucién del pH y deplecion de los nutrientes requeridos para la multiplicacion
de los patégenos. A todos estos mecanismos se les conoce como efecto mucoso de
barrera (Frazier, DiBaise, & McClain, 2011; Ley et al., 2005)
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E) Microbiota y alteraciones metabdlicas

La mucosa intestinal ejerce funciones de inmunidad adaptativa ya que tiene la
capacidad de responder a una infinidad de antigenos, pero también participa en la
inmunidad innata que es el reconocimiento de determinados antigenos (Groschwitz &
Hogan, 2009). Estos antigenos se han llamado patrones moleculares asociados a
patébgenos (PAMPS) e incluyen lipidos, lipopolisacaridos (LPS) y lipoproteinas. Los
PAMPs son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones. La
interaccidn entre estos PAMPs y los receptores induce la produccion de citocinas(Akira,
Uematsu, & Takeuchi, 2006). Una de las familias mas grandes de estos receptores son
los receptores tipo Toll (TLRsS). Las sefiales originadas por estos TLRs inducen la
diferenciacion celular y la produccion de diversas citocinas (Medzhitov, Preston-
Hurlburt, & Janeway, 1997).

El lipopolisacéarido (LPS) es un componente importante de la membrana externa de
las bacterias Gram negativas y muestran una alta afinidad por unirse al receptor TLR-4.
Otros PAMPs presentes en las bacterias Gram positivas como el peptidoglicano, tienen
mayor al receptor TLR2 (Kawai & Akira, 2010). Por ello, la composicién de la microbiota
intestinal puede afectar la homeostasis del hospedero, generando una respuesta
inflamatoria sistémica. Estudios previos han demostrado que ratones convencionales
alimentados con una dieta alta en grasa saturada (HFD) tenian altos niveles de LPS
circulante comparados con los alimentados con una dieta control, esta condicion se
asocio a procesos inflamatorios en el higado y tejido adiposo, provocando desarrollo de
higado graso no alcohdlico y resistencia a la insulina. A la elevacién del LPS circulante

se le denomina endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2007).
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Por otro lado, es probable, que la microbiota intestinal sea indispensable para el
desarrollo de la obesidad. Se ha comprobado que animales axénicos son resistentes
para generar obesidad inducida por dietas altas en grasas, lo que indica que los
alimentos ricos en calorias por si solos, no son suficientes para inducir obesidad y
resistencia a la insulina (Backhed, Manchester, Semenkovich, & Gordon, 2007). La
obesidad inducida por el consumo de una dieta alta en grasas se caracteriza por una
microbiota intestinal alterada, inflamacién, alteracién de la barrera del epitelio intestinal
y endotoxemia metabdlica, considerada un estado inflamatorio subclinico (Cani et al.,
2008).

Durante la endotoxemia metabdlica, el LPS presente en el lumen intestinal ingresa
al sistema linfatico y eventualmente llega a circulaciébn a través de un transporte
transcelular (Shao, Munford, Kitchens, & Varley, 2012). Existen dos mecanismos de
absorcion del LPS del intestino a circulacion. El primero es el transporte facilitado por
quilomicrones y el segundo es la fuga extracelular a través de las proteinas de union
estrecha del revestimiento epitelial (Ghoshal, Witta, Zhong, de Villiers, & Eckhardt,
2009; Guo et al., 2015). Estos mecanismos pueden funcionar en paralelo, y ambos son
posibles enlaces entre el LPS y el desarrollo de enfermedades metabdlicas. Ademas,
se ha reportado que pacientes con sindrome metabdlico muestran mayore niveles de

LPS en suero comprados con sujetos sanos (Guevara-Cruz et al., 2019).

Un aumento en el LPS desencadena la produccidon de citocinas proinflamatorias
cuando se une al complejo CD14/TLR4 en la superficie de células enteroendocrinas y
del epitelio intestinal (Schumann, 1992; Wright, Ramos, Tobias, Ulevitch, & Mathison,
1990). En adicién, la disbiosis de la microbiota intestinal Por el consumo de una dieta
alta en grasa u obesidad, puede inducir la infiltracion de macrofagos en el tejido
adiposo, asi como la estimulacion de TLR4 en el mismo. Ademas, los altos niveles
plasmaticos &cidos grasos libres también podrian estimular TLR4 (Rocha, Caldas,
Oliveira, Bressan, & Hermsdorff, 2016).
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Durante la obesidad, los adipocitos sufren una disfuncidon importante generando 2
procesos: hiperplasia e hipertrofia. Este ultimo, conduce a un aumento de muerte
celular de los adipocitos y con ello al reclutamiento de macrofagos para eliminar los
restos celulares asi como, una liberacién de citocinas proinflamatorias tales como el
factor de necrosis tumoral alpha e interleucina-6. Se ha demostrado que un aumento
prolongado de TNF-a causa resistencia a la insulina al estimular las vias de JNK e
IKKB-NFkB que provocan un cambio en el residuo fosforilado de IRS1, fosforilando en
Serina en lugar de tirosina (Chen, Chen, Wang, & Liang, 2015; Gao et al., 2002).
causando una disminucion en la activacion de AKT, que da lugar a una disminucion en

la expresidn o translocacion de GLUT-4 (Rutkowski, Stern, & Scherer, 2015)

Existe evidencia de que algunas bacterias como Faecalibacterium prausnitzii
correlacionan negativamente con marcadores inflamatorios, F. prausnitzii produce una
proteina de 15 kDa llamada molécula antinflamatoria microbiana (MAM), con
propiedades antiinflamatorias. Esta proteina y/o péptidos derivados son capaces de
inhibir la via del factor nuclear NFkB en las células intestinales (Quevrain et al., 2016).
Por lo que un aumento en esta bacteria puede modular la inflamacion sistémica y

contribuir a la mejora de enfermedades como la diabetes (Medina-Vera et al., 2019)

Por lo anterior podemos decir que existen multiples mecanismos metabdlicos que
asocian la microbiota con la obesidad y con sus trastornos relacionados, como la
diabetes y el higado graso, por lo que es interesante evaluar si otros factores como el
uso de diferentes edulcorantes modifican la microbiota intestinal y esto se ve
relacionado con inflamacién de bajo grado y anormalidades metabdlicas como la

resistencia a la insulina y la formacién de higado graso no alcohdélico
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Justificacidn

Los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes caloricos y no caloricos
debido a su estructura quimica diversa pueden modificar de manera diferencial a la
microbiota, provocando cambios en el epitelio intestinal y un estado inflamatorio. Estos
cambios pueden generar diferentes alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, produciendo resistencia a la insulina, intolerancia la glucosa y una
desregulacion en la secrecion de incretinas, propiciando asi un incremento de la
lipogénesis y posible desarrollo de esteatosis hepatica. Por otro lado, al tener diferente
estructura quimica pueden tener diferente afinidad hacia los receptores de dulzor y
modificar su abundancia en tejidos extraorales, modulando el metabolismo energético
de las células. Existe una gran confusién tanto para el consumidor como para el
cientifico si los diferentes edulcorantes tienen un impacto benéfico o adverso sobre la
salud. También existe confusion si todos generan un cambio similar sobre la microbiota
intestinal. Ademas, no existe mucha informacion si los cambios en la microbiota se

asocian con cambios en la expresion de los receptores del dulzor.

Hipotesis

Los edulcorantes no caléricos tendran una menor diversidad de la microbiota
intestinal, ademas de producir una dishiosis relacionada con un incremento de la
intolerancia a la glucosa e inflamacién. Los edulcorantes no caléricos propiciaran una
mayor abundancia de los receptores de dulzor intestinales en comparaciéon con los
edulcorantes calédricos. Estas diferencias se veran en mayores dimensiones al combinar

los edulcorantes con una dieta alta en grasa saturada.
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Objetivos.

Principal

Determinar el efecto metabdlico del consumo de edulcorantes caloricos y no caléricos
en combinacion con una dieta alta en grasa saturada sobre pardmetros bioquimicos y
fisiologicos, asi como la composicion de la microbiota intestinal, la endotoxemia

metabdlica y la expresion de receptores de dulzor linguales e intestinales.

Especificos

1. Estudiar el efecto del consumo de edulcorantes cal6ricos y no caléricos sobre la
ingesta de alimento, ganancia de peso, composicién corporal y gasto energético,

en combinacion con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada

2. Determinar el efecto del consumo de edulcorantes caldricos y no caloricos en
combinaciéon con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada, sobre la

tolerancia a la glucosa.

3. Evaluar el efecto de los edulcorantes caléricos y no cal6ricos sobre parametros
bioguimicos séricos (glucosa, insulina, triglicéridos, acidos grasos libres,
colesterol total y colesterol LDL) en combinacion con una dieta control o una

dieta alta en grasa saturada

4. Determinar la diferencia en proporcion de principales phyla, géneros y especies
de bacterias de la microbiota intestinal al final del tratamiento con edulcorantes
caloricos y no caldricos en combinacion con una dieta control o una dieta alta en

grasa saturada, asi como su impacto en la produccion de AGCC.

5. Conocer el efecto de los edulcorantes caldricos y no caléricos marcadores de
inflamacion en suero (LPS y TNFa) en combinacion con una dieta control o una

dieta alta en grasa saturada
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Evaluar el efecto sobre la abundancia de proteinas involucradas en la
inflamacion en intestinos de ratas que consumieron diferentes edulcorantes en

combinacion con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada

Analizar el efecto del consumo de edulcorantes caléricos y no caldricos en
combinacion con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada sobre los

receptores del dulzor TIR2 y T1R3 linguales e intestinales

Evaluar el efecto de los edulcorantes en combinacién con una dieta control o una
dieta alta en grasa saturada sobre la presencia de proteinas intestinales
involucradas en el transporte de glucosa

Estudiar el efecto de los edulcorantes caloricos y no caloricos sobre la secrecion
de incretinas (GIP y GLP-1) en combinacion con una dieta control o una dieta

alta en grasa saturada

10.Evaluar la abundancia de proteinas involucradas en la sefalizacion de insulina

(IRS y AKT) en musculo esquelético de ratas que consumieron diferentes
edulcorantes en combinacién con una dieta control o una dieta alta en grasa

saturada

11.Determinar el efecto del consumo de diferentes edulcorantes en combinacion

con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada sobre la expresion de

genes lipogénicos y de oxidacion de acidos grasos en higado

12.Estudiar el efecto a nivel histologico del consumo de diferente edulcorantes con y

sin una dieta alta en grasa saturada, sobre el higado y colon
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Metodologia.

A) Animales de experimentacion

Se utilizaron 18 grupos con una n=6 por grupo, en total 108 ratas Wistar. Las
dietas se prepararon en la planta piloto del departamento de tecnologia de
alimentos del INCMNSZ. Nueve grupos consumieron una dieta control (AIN-93) y

9 grupos una dieta alta en grasa (HFD). Los edulcorantes por probar fueron:

1. Sacarosa (S) 4. Mascabado (MAS) 7. Glucosidos de steviol (GS)
2. Glucosa (G) 5. Miel de naranjo (Ml) 8. Sucralosa (SU)
3. Fructosa (F) 6. Svetia® (STV) 9. Agua

Todos los edulcorantes se probaron al 10% en el agua de bebida,
exceptuando GS al 2,5% y SU al 1,5%, debido a su alto poder edulcorante. El
tratamiento fue administrado por un periodo de 120 dias. En la tabla 1 se

presenta la composicion de las dietas utilizadas.

TABLA 1. Composicién de las dietas

Dieta AIN-93 HFD
Ingrediente % %
Almidon 39.749 23.903
Caseina 20 24
Maltodextrina 13.2 10.267
Sacarosa 10 7.778
Aceite de soya 7 7
Celulosa 5 5
Mineral mix 3.5 3.5
Vitaminas mix 1 1
L-Cistina 0.3 0.3

Colina 0.25 0.25
TBHQ 0.0013 0.00133
Manteca - 17
kcal/g 3.8 4.8
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B)

®)

Determinacion de la curva de crecimiento e ingesta de los animales de
experimentacion

Se llevd a cabo un registro del crecimiento de los animales de
experimentacion. Para ello se registraron los pesos de los animales y de los
comederos dos veces a la semana para obtener un promedio de los datos por
tratamiento para realizar una curva de cambio en el peso corporal, asi como de
ingesta. Para determinar la ingesta caldrica se pesaron los comederos de los
animales y se midié el volumen de agua consumido, considerando Ila

composicion de la dieta y la energia por gramo que proporciona cada dieta

Determinacién de la composicidon corporal de ratas alimentadas con diferentes
edulcorantes con y sin una dieta alta en grasa saturada

Se determind la composicion corporal de todos los animales antes de recibir
tratamiento (dia 0) y a lo largo del estudio a los dias 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105y
120 del estudio, mediante el uso de resonancia magnética cuantitativa utilizando
el equipo ECHO-MRI (Echo Medical Systems, Houston, TX) para rata. Esta
metodologia permiti6 obtener el contenido de grasa y masa magra de cada
animal experimental, esta ultima correspondiente a musculo, huesos y tejidos de

organos (exceptuando el tejido adiposo)

D) Determinaciéon del gasto calérico y del coeficiente respiratorio

Se realiz6 mediante el uso de una calorimetria indirecta con el equipo
Oxymax-CLAMS Lab Animal Monitoring System (Columbus Instruments,
Columbus, OH, EUA). Se colocaron a los animales en jaulas individuales
cerradas herméticamente y conectadas a un sistema de flujo de aire. Después de
un periodo de 12 h de aclimataciéon, se evaluaron en los diferentes grupos

experimentales durante los periodos de ayuno y postprandio, el consumo de O:2
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(VO2, mL/kg/h) y la produccion de CO2z (VCO2, mL/kg/h), dichos parametros se
midieron durante un lapso de 90 s, repitiendo la medicibn cada 22 min. El
coeficiente respiratorio (RER) fue calculado como la relacion entre el CO:2
producido respecto al O2 consumido (Arch, Hislop, Wang, & Speakman, 2006).

RER = Cozproducido

0, consumido

De este modo se puede determinar qué fuente de carbono se esta oxidando
*Carbohidratos (glucosa)
CeH1206 + 602 >>-> 6CO2 + 6H20 + Energia
RER =6CO2/602=1.00
*Lipidos (&cido palmitico)
C16H3202 + 2302 >>-> 16CO2 + 16H20 + Energia
RER =16C0O2/2302=0.70
*Proteinas

RER =0.80

E) Determinacion de la tolerancia a la glucosa

La determinacion de la curva de tolerancia a la glucosa se realizé diez dias
antes de la eutanasia. Se mantuvieron a los animales en un ayuno durante las 8
horas previas al estudio. Se tomd una lectura basal haciendo una pequefa
incision en la punta de la cola de cada animal experimental para obtener una
gota de sangre y leerla en el glucémetro FreeStyle Optium (Abbot Laboratories,
AbbotPark, IL, EUA), el cual determina la glucosa mediante el uso de tiras
reactivas al realizar la reaccidén de la glucosa oxidasa. Una vez obtenidos los
niveles basales se realizé la administracion via intraperitoneal de una dosis de
glucosa de 2g por kg de peso y se tomaron las lecturas de glucosa a los 15, 30,
60, 90 y 120 minutos. Se determind el area bajo la curva por el método del

trapezoide.
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F) Determinacion de pardmetros bioquimicos

Se tomo6 una muestra de sangre durante la eutanasia; para la obtencién del
suero. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos y
se determinaron glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y HDL por
métodos enziméticos colorimétricos mediante el autoanalizador COBAS c111 de
Roche®.

La insulina, el lipopolisacérido (LPS), adiponectina, leptina, GIP, GLP-1,
TNFa e IL-10 se determinaron mediante ensayos de ELISA, el cual se basa en el
uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de manera tal que los
conjugados tengan actividad tanto enzimatica como inmunoldgica. Al estar uno
de los componentes marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y por tanto sera revelada
mediante la adicion de un sustrato especifico que al actuar la enzima producira

un color cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro.

G) Evaluacion de factores genéticos hepaticos involucrados en el metabolismo de
lipidos: SREBP-1, FAS, PPAR-a y CPT-1

Se cuantificd la expresion relativa de SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-
Binding Protein 1), el cual es un factor transcripcional involucrado en la
lipogénesis y también se evalué su gen blanco FAS (fatty acid synthase).
También se estudiaron genes involucrados en la oxidacion de &cidos grasos,
como PPAR-a (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) y CPT-1 (Carnitin
Palmitoil Tranferasa-1). Para ello se obtuvo RNA a de los higados de las ratas,
colocando aproximadamente 100 mg de tejido en un tubo para homogenizar en
tissue lyser (QIAGEN) con 1 mL de Trizol y se agregd un balin de acero
inoxidable, se mezcld e incubé por 5 min a temperatura ambiente el
homogenizado, se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a 4°C y se transfirio el

sobrenadante a un nuevo tubo para adicionar 200 pL de cloroformo, se
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vortexearon y se incubaron las muestras durante 15 min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugd a 14000 rpm por 15 min a 4°C y se transfirieron 600
pL de sobrenadante a un nuevo tubo, adicionandole 500 pL de isopropanol, se
homogenizé e incubd las muestras por 10 min a temperatura ambiente. Se
centrifugé a 14000 rpm por 15 min a 4°C y se deseché el sobrenadante por
inversion. Para lavar el producto se adiciondé 1 mL de etanol frio al 75% y se
vortexed para despegar la pastilla, se centrifugé a 14000 rpm por 10 min a 4°C y
se elimino el etanol para repetir el lavado. Finalmente se dejé el tubo abierto por
20 min a temperatura ambiente para evaporar el etanol y se resuspendi6 el
producto (RNA) en 200 pL de agua libre de nucleasas y se incub6 por 5 min a 65
°C, se cuantifico6 mediante fluorometria (Qubit 3.0) y almacen6 a —70°C. A partir
de RNA ya cuantificado se obtuvo cDNA mediante el uso de un RT, finalmente
para evaluar la expresion génica se realiz6 mediante gPCR, usando como genes
estructurales ciclofilina y HPRT y una concentracion de DNA de 40 ng por

reaccion, determinada mediante el uso de rangos dindmicos.

H) Evaluacion de factores involucrados en inflamacion y secrecién de incretinas

Se cuantifico la expresion relativa de TLR4 (Toll-like receptor 4), un receptor
involucrado en las cascadas de sefalizacién proinflamatorias, GPR-43 (G
protein-coupled receptor 43) que es el receptor de AGCC, particularmente
acetato, GLP-1(Glucagon-like peptide-1) y CCK (Cholecystokinin) que son
incretinas. Para ello se obtuvo RNA a de los intestinos de las ratas de igual
manera que en el apartado G, para la evaluacién de la expresién génica se uso
una concentracion de cDNA de 80 ng por reaccién, determinada mediante el uso

de rangos dinamicos y como estructurales ciclofilina y actina.
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) Andilisis histolégico del higado y colon

Se tomaron segmentos de higado y colon y se fijaron en formol-fosfato, para
después incluirlos en bloques de parafina, para ello las muestras se
deshidrataron en bafios sucesivos de soluciones de concentracion crecientes de
alcohol etilico de la siguiente manera:

1) Alcohol etilico al 70%, 12 horas.

2) Alcohol etilico al 70%, 12 horas.

3) Alcohol etilico al 95%, 1 hora.

4) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1 hora.

5) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1.5 horas.

Una vez que las muestras se encontraban totalmente embebidas en alcohol
etilico absoluto, se procede a la diafanizacion ya que la parafina no es soluble en
alcohol. La diafanizacion de los tejidos deshidratados se debe a que estas
sustancias poseen un alto indice de refraccion y al interactuar con los tejidos los
vuelven transparentes. El procedimiento de diafanizacion se realiz6 de la
siguiente manera:

1) Alcohol absoluto 50% - xilol 50%, 1 hora.
2) Xilol 100%, 1 hora.
3) Xilol 100%, 1 hora.

Para poder realizar los cortes, las muestras se incluyeron en parafina, para
lo cual la parafina se disolvié usando una estufa y se colocaron en 3 recipientes,
el primero recibié las muestras embebidas en xilol. El dltimo de los recipientes
contenia a las muestras antes del proceso de formacion de los “bloques” de
parafina. Los tiempos de este proceso fueron: primer bafio 1.5 h, segundo bafio 1
h'y tercer bafio 30 min. La inclusién de parafina se efectio empleando moldes de
metal, con orientacién de las muestras adecuada, para facilitar los cortes. Para la
inclusion, el molde elegido se llené con parafina caliente pura; con una pinza

calentada en un mechero se tomoé una pieza de tejido del tercer recipiente y se
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)

colocé con la orientacion deseada, se sumergio al interior del molde, una vez que
la parafina empez6 a solidificarse los moldes se enfriaron de inmediato para que
la parafina se solidificara de manera homogénea. Una vez obtenidos los bloques
de parafina, se realizaron cortes con un grosor de 4 micras para higado y 3
micras para colon de manera seriada. Las secciones se extendieron y se
recogieron al adherirse al portaobjetos. Sobre dichas laminillas se realizaron
tinciones de Hematoxilina-eosina (HE), finalmente se montaron y observaron al
microscopio (Leica DM750 Wetzlar, Alemania), los cortes se fotografiaron con
una camara digital (Leica DMC2900, Wetzlar, Alemania), y se procesaron con el

software de imagenes Leica LAS Core V4.5.

Andlisis de proteinas relacionadas con inflamacién, senalizacién de insulina,
receptores de dcidos grasos de cadena corta y de dulzor

Se extrajo la proteina total de muestras de lengua, higado, diferentes
secciones de intestino y musculo esquelético usando el tissue lyser y buffer
RIPA, dichas proteinas, se cuantificaron mediante el ensayo de Bradford (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) y se almacenaron a -70 °C. Para el andlisis de
abundancia de proteina se usaron geles de acrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes y en cada pozo se cargaron 30 pg de proteina, se transfirieron
a membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon con BSA al 3% en TBS-
tween durante 60 minutos a temperatura ambiente y se incubaron durante la
noche a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente. Para revelar, al dia
siguiente después de lavarse e incubarse con el anticuerpo secundario durante
una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios y secundarios
usados fueron: anti-TLR4 (Santa Cruz, SC-293072) en una dilucién 1:1000, anti-
TLR2 (Santa Cruz, SC-10739) en una dilucion 1:1000, anti-NFkB (Santa Cruz,
SC-372,) diluido 1:1500, anti-occludina (abcam, AB167161) diluido 1:100,000,
anti-GPR41 (LSBio, LS-C357088-100) diluido 1:1500, anti-GPR43 (Santa Cruz,
SC-32906) diluido 1:500, anti-IRS1 (Millipore, 05-1085) diluido 1:750, anti-pIRS1
(S307) (Millipore, 05-1087) diluido 1:2500, anti-pIRS1 (Y896) (abcam, AB4873)
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K)

diluido 1:3500, anti-AKT (Santa Cruz, SC8312) diluido 1:3000, anti-pAKT (Santa
Cruz, SC-7985-R,) diluido 1:5000, anti-GLP-1 (abcam, ab200474) diluido 1:2500,
anti-GIP (abcam, ab25973) diluido 1:3000, anti-T1R2 (abcam, ab77346) diluido
1:1500 y anti T1R3 (santa cruz, sc-22458) diluido 1:1000. Las membranas se
incubaron con anticuerpos secundarios anti-conejo (abcam AB6721), anti-cabra
(abcam, ab6789) o anti-ratdbn (abcam AB6789) conjugados con peroxidasa de
rabano (1:20000). Se usé GAPDH (abcam, ab181602) (1:50000) para normalizar
los datos. Las imagenes se tomaron con el ChemiDocTM XRS y se analizaron
con el software System Image LabTM (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Los

ensayos se realizaron tres veces usando membranas independientes.

Secuenciacion por sintesis de la microbiota intestinal (16S rRNA) en la
plataforma MiSeq de llumina

Se realizo una toma de muestra de heces fecales al final del estudio, de la
cual se hizo una extraccion de DNA mediante el QlAamp DNA Mini Kit Stool
(QIAGEN, Cat. 51504), posteriormente se cuantific6 mediante NanoDrop 2000,
Qubit 3.0 y electroforesis capilar, para aplicar la técnica de secuenciacién masiva
en la plataforma MiSeq de lllumina. Dicha plataforma se basa en secuenciacion
por sintesis, para ello se generaron bibliotecas gendmicas de las regiones V3 'y
V4 del gen 16S rRNA, usando primers para dichas regiones que ademas
contenian un adaptador overhang, propio de lllumina (F:5-TCGTCGGC
AGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3" vy R: 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCTACHVGGGTATCTAA
TCC-3"). Los amplicones de las regiones V3 y V4 se generaron mediante
reacciones de PCR con un volumen total de 25 pL, de los cuales 2.5 pL fueron
de DNA gendmico (a una concentracion de 5 ng/uL en Tris 10 mM, pH 8.5), 12.5
ML de High Fidelity DNA polymerase 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 pL de
cada primer (1uM). Esta mezcla se meti6 al termociclador y se corrio mediante el

siguiente programa: desnaturalizacion 3 min a 95 °C, seguido de 25 ciclos
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amplificacion los cuales consistieron desnaturalizacion (30s a 95 °C),
alineamiento (30s a 55 °C) y extension (30s a 72 °C). La extension final consistid
en 5 min a 72 °C. Los amplicones fueron purificados mediante el uso de perlas
magnéticas AMPure XP beads y se verific6 su tamafio en una electroforesis
capilar en el QIAxcelAdvanced System (QIAGEN, CA, USA), el tamafo
aproximado es de 550 pb. Una vez pasado el control de calidad se procedi6 a
indexar las muestras usando los adaptadores de lllumina Nextera XT Index Kit
(v.2, Set A). Para este proceso se tomaran 5 pL del primer producto de PCR, 25
pL de High Fidelity DNA polymerase 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 pL de
cada primer (indice), teniendo un volumen total de 50 pL los cuales se mezclaron
y se metieron de nuevo al termociclador, corriendo el siguiente programa 3 min a
95°C, seguido de 8 ciclos amplificacion los cuales consistiran desnaturalizacion
(30s a 95°C), alineamiento (30s a 55°C) y extension (30s a 72°C). La extension
final consisti6 en 5 min a 72°C. Este producto se purific6 y se evaludé su
integridad como el anterior. Estos amplicones tuvieron un tamafio aproximado de
610 pb. Se determinaron las concentraciones de DNA de doble hebra con
fluorometria (fluorometer Qubit 3.0, high sensitive kit). La libreria final se mezclé
de manera equimolar y se secuencio en la plataforma de Illumina MiSeq (MiSeq
Reagent Kit V.3, 600 cycles) siguiendo las instrucciones del proveedor,
generando lecturas de 300 bases en cada direccion. Finalmente, los datos
obtenidos, se analizardn usando QIIME v.1.9, las lecturas se asignaron a los
niveles de phylum, clase, orden, familia y género, usando la comparacién de las
OTUs con QIIME con el método RDP. Respecto a las abundancias de OTUs, se

calcularon incluyendo matrices de abundancia en diferentes niveles taxonémicos.

29



L) Andlisis del metagenoma por secuenciacién shot-gun en muestras fecales de
ratas que consumieron diferentes edulcorantes en presencia o ausencia de una
dieta alta en grasa saturada

Se recolect6 una muestra fecal de todos los animales después de 120 dias
de tratamiento con diferentes edulcorantes. Las muestras fecales se congelaron
a -80 ° C. La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando el mini kit QlAamp
DNA Stool (Qiagen, EE. UU.), De acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Se etiquetd el ADN genomico con el kit Nextera XT. Este paso utiliza el
transposoma Nextera para marcar el ADNg, en un proceso que fragmenta y
etiqueta el ADN con secuencias adaptadoras. Se usaron las perlas magnéticas
Ampure XP para purificar las bibliotecas, y se evaluaron en Qiaxcel Advanced
System (QIAGEN, CA, USA). La distribucion del tamafio de las bibliotecas
generadas fue de 250-1000 pb. Para el indexado de las bibliotecas se usaron los
indices IDT Nextera de Illumina. La concentracion de ADN bicatenario se midio
utilizando el fluorémetro Qubit 3.0 con el kit de alta sensibilidad y las bibliotecas
finales fueron normalizadas para poder secuenciarlas en la plataforma lllumina
HiSeq2500 (HiSeq Rapid Cluster Kit v2) a una concentracion final de 11 pM con
una infeccién de Phix al 1%. Después de la secuenciacion por sintesis en la
plataforma HiSeq lllumina se ensamblaron las secuencias con IDBA-UD para
obtener contigs con una longitud promedio aproximada de 700 pb. Se tomaron
los genes de codificacion de proteinas y se anotaron con PROKKA. Los genes se
reportaron con una homologia el 90% y longitud de alineamiento el 95% usando
CD-hit. Se hizo un analisis de conglomerados teniendo una reduccién al 64.4%.
Se estudié la diversidad genética por tratamiento utilizando el indice de
diversidad de Margalef corregido por FDR. Posteriormente se analizaron los
metagenomas usando las tablas de recuento de genes normalizados y se
compararon con una matriz de disimilitud binomial en Vegan para representarse
en un PCoA. Finalmente se determind la abundancia de genes diferenciales
usando el algoritmo DESeq2 que ejecuta una prueba de Wald binomial negativa

y encuentra una significancia estadistica con el cambio en el registro de los
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genes dividido por el error estandar. Se us6 un andlisis de 2 factores para

comparar tipo de azucar y presencia de grasa

M) Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism v7.0
utilizando ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post-hoc Tukey. Los datos
se presentan como promedio * error estandar de la media. Las diferencias entre
las medias grupales se consideraron significativas con p <0.05. Los valores
atipicos se eliminaron segun el método ROUT de deteccion de outliers.
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Resultados.

Curva de crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar

a)

b)

Curva de crecimiento de ratas Wistar que consumieron una dieta control

A continuacioén, se muestra la curva de crecimiento de los grupos alimentados
con una dieta control, con un % de grasa como lo recomienda el AIN93 y 10% de
cada edulcorante en el agua de bebida, exceptuando los glucésidos de steviol
gue solo se le dio a una concentracién de 2.5% y sucralosa que fue administrada
al 1.5%. Estos tratamientos se administraron por un periodo de 120 dias (Figura
2A). El grupo que consumid sacarosa es el que mas gano peso, siendo 32%
mayor respecto al grupo con agua simple, seguido de los grupos que
consumieron edulcorantes no caloricos siendo esta diferencia del 12.2% con el
consumo de svetia y del 11.2% con el consumo de sucralosa, respecto al grupo
control. Por otro lado, los grupos con monosacaridos (glucosa y fructosa) no
tuvieron una diferencia significativa, siendo del 4.3% més al consumir glucosa y
del 3% menos al consumir fructosa, respectivamente. Por otra parte, aquellos
grupos que consumieron edulcorantes caldricos con menor refinacién, es decir
mascabado, miel y glucésidos de steviol tuvieron pesos similares, al grupo
control (Figura 2A 'y C)

Curva de crecimiento de ratas Wistar que consumieron una HFD

Para evaluar el efecto de la combinaciéon de una dieta alta en grasa saturada
con diferentes edulcorantes en el agua de bebida, se les alimento a estos grupos
con una dieta modificada de la AIN93 con 17% de manteca de cerdo (HFD) y los
edulcorantes antes mencionados en el agua de bebida y un grupo control con la
HFD y agua simple. Como se puede observar en la Figura 2B, el grupo
HFD+Sacarosa fue el que obtuvo un mayor peso corporal, seguido del grupo que

consumié HFD+Stevia, siendo esta ganancia de peso 14.6% y 1.8% mayor que
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el grupo que solo consumid una dieta alta en grasa saturada con agua simple.
Cabe mencionar, que el grupo HFD sin adicién del edulcorante tuvo un
incremento en la ganancia de peso del 43.3% respecto al grupo control (AIN-93).
Interesantemente, el resto de los edulcorantes en combinacion con una HFD
tuvieron ganancias de peso menores pero muy similares al grupo HFD+agua.
Finalmente, en contraste con lo observado en los grupos con una dieta control,
los grupos que consumieron la HFD en combinacion con glucosidos de esteviol y
sucralosa tuvieron una menor peso corporal que el resto de los edulcorantes

siendo 14% y 14.1% menor respecto al grupo HFD+agua (Figura2 By C)
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Figura 2. Determinacion de la ganancia de peso. A) Ganancia de peso de ratas
Wistar macho alimentadas con una dieta control. B) Ganancia de peso de ratas Wistar
macho alimentadas con una dieta alta en grasa. C) Peso final después de 120 dias de
en ratas Wistar macho alimentadas con edulcorantes en el agua de bebida con y sin una
dieta alta en grasa. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c, p<0.05
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c) Ingesta caldrica de ratas Wistar macho que consumieron diferentes

edulcorantes en combinacion con una dieta control o una HFD

Para determinar si la ingesta cal6rica tuvo un impacto sobre la ganancia de
peso se monitoreo tanto la ingesta de alimento como el consumo de agua para
asi calcular la ingesta de energia total. Respecto a la ingesta de alimento se
puede apreciar que los grupos alimentados con dieta control consumian una
mayor cantidad de alimento, en particular, los grupos con edulcorantes no

caloricos (Figura 3A).

Respecto a la ingesta de agua se observa que los grupos con edulcorantes
caléricos consumian un mayor volumen de agua. También se observa que los
grupos con una dieta control tuvieron un mayor consumo de agua con respecto a

los grupos con una dieta HFD (Figura 3B).

Al hacer el calculo de la ingesta caldrica total se puede apreciar no existe
diferencia significativa entre grupos ni con dieta control ni con HFD exceptuando
a los que consumieron glucésidos de esteviol y sucralosa ya que
interesantemente ambos en combinacion con una dieta control aumentaron su
ingesta calorica respecto al resto de los edulcorantes y en caso de combinarse
con una HFD se observo el patron inverso (disminucion de la ingesta calérica).
Por lo que los cambios en peso en estos grupos en particular pueden deberse

parcialmente a estas diferencias en la ingesta calérica (Figura 3C)
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Figura 3. Determinacion de la ingesta. A) Consumo de alimento de ratas Wistar
macho alimentadas con una dieta control o una HFD en combinacién con diferentes
edulcorantes. B) Consumo de agua de ratas Wistar macho alimentadas con diferentes
edulcorantes en el agua de bebida con y sin una dieta alta en grasa. C) Ingesta calérica
de ratas alimentadas con una dieta control o una HFD en combinacién con diferentes
edulcorantes. Los datos se presentan en promedio £ EEM, a>b>c>d, p<0.05

Evaluacion de la composicién corporal de ratas alimentadas con diferentes
edulcorantes con y sin una dieta alta en grasa saturada

Como se puede observar en la Figura 4, respecto al uso de edulcorantes en
ausencia de una dieta alta en grasa, los animales alimentados con sacarosa al final
del estudio tenian 31% de grasa corporal seguidos de las alimentada con sucralosa
con un 27.3% de grasa corporal, a diferencia de esto, los animales alimentados con
glucosa o fructosa tenian 25 y 24% de grasa corporal, respectivamente.
Curiosamente, los grupos con menor masa grasa fueron los que consumieron GS,
miel y mascabado con 18.9%, 19.6% y 21%, respectivamente, mientras que el grupo

C tenia 22% de grasa corporal (Figura 4A). Por otra parte, el grupo que perdid mas
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masa magra fue el grupo alimentado con sacarosa, en el que las ratas perdieron
aproximadamente el 30.3% de masa magra, seguido por el grupo de sucralosa, con
una pérdida del 24.8%. Los grupos que perdieron la menor cantidad de masa magra
fueron glucésidos de steviol (13.6%), miel (14.2%) y mascabado (15%) (Figura 4B).
Al combinar los edulcorantes con una HFD, el mayor porcentaje de grasa corporal se
observo en el grupo alimentado con una dieta alta en grasas (HFD) en combinacion
con sacarosa siendo del 45.4%, seguido de los grupos alimentados solo con HFD
con un 32.9% y HFD+fructosa 31.3%. Los grupos con el porcentaje mas bajo de
grasa corporal fueron HFD+sucralosa con 23.4% y HFD+ glucdsidos de steviol con
un 26.1% (Figura 4C). Finalmente, respecto a la masa magra los grupos con de

mayor pérdida fueron los alimentados con HFD+sacarosa y HFD (Figura 4D).
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Figura 4. Determinacion de la composicion corporal. A) Masa grasa de ratas Wistar
macho alimentadas con una dieta control. B) Masa grasa de ratas Wistar macho
alimentadas con una dieta alta en grasa. C) Masa magra de ratas Wistar macho
alimentadas con una dieta control. D) Masa magra de ratas Wistar macho alimentadas con
una dieta alta en grasa. Los datos se presentan en promedio + EEM.
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Determinacion del coeficiente respiratorio y el gasto calérico

Dado que los cambios en la composicion corporal se han asociado a cambios en
el gasto caldrico, se determiné el coeficiente de intercambio respiratorio (RER) de los
grupos después del tratamiento (120 dias) en la dieta por medio de calorimetria
indirecta determinando el volumen de oxigeno. En la Figura 5 se presentan los
resultados obtenidos para el RER y el volumen de oxigeno. En la Figura 5A y B se
muestra dicho coeficiente en intervalos de 22 min, y el area sombreada representa la
noche es decir cuando la ingesta de alimento es mayor en los roedores. En la Figura
5C y D se muestran los valores promedio tanto en periodo de ayuno (dia) y

postprandio (noche).

Respecto a los grupos con una dieta control, durante el periodo de ayuno todos
tienen un RER cercano a 0.7 debido a que oxidan &cidos grasos, exceptuando el
grupo alimentado con sucralosa que muestra un RER de 0.65, lo que podria
representar un estado de cetosis. Durante la noche (postprandial) la mayoria de los
grupos tienden a subir el RER alrededor de 1, exceptuando los alimentados con
svetia y sucralosa que presentan un metabolismo mixto (Figura 5A y C). En el caso
de los grupos alimentados con una dieta alta en grasa, durante el ayuno todos
muestran un RER aproximado a 0.7, mientras que en el postprandio los grupos con
un RER cercano a 0.9 son los que estan en combinacion con miel, mascabado o
glucdsidos de esteviol, el resto muestra un metabolismo mixto y de manera notable el
grupo con HFD y sacarosa tiene una inflexibilidad metabdlica, es decir, no pueden
cambiar tan rapidamente de sustrato a oxidar para la obtencion de energia (Figura
5B y D). Finalmente, los grupos con una dieta control y que consumian mascabado,
miel o glucosidos de esteviol mantienen el mismo gasto caldrico que el grupo control,
la adicion de una HFD disminuyo el gasto caldrico en todos los casos con mayor

efecto en combinacion con sacarosa o sucralosa (Figura 5E)
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Figura 5. Determinacion de coeficiente respiratorio y gasto caldrico.

A) Coeficiente respiratorio de ratas Wistar macho alimentadas con una dieta control. B)
Coeficiente respiratorio de ratas Wistar macho alimentadas con una dieta alta en grasa. C)
RER promedio en ayuno y postprandio de los grupos con una dieta control. D) RER
promedio en ayuno y postprandio de los grupos con una HFD. E) Gasto caldrico de ratas
alimentadas con edulcorantes en combinacion con una dieta control o una HFD. Los datos
se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d, p<0.05
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IV. Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

Al realizarse la prueba de tolerancia a la glucosa se observé que el grupo control
incrementd los niveles séricos de glucosa entre los 15 y 30 min después de la
administracion y disminuyeron de manera gradual hasta regresar a los niveles
basales a los 120 min posteriores a la administracion, este comportamiento fue
similar en los grupos que consumieron una dieta control, a excepcion de los que se
les administro sacarosa o sucralosa (Figura 6A). En el caso de los grupos
alimentados con una HFD también mostraron un mayor incremento en la glucosa
sérica a los 30 y 60 minutos posteriores a la administracion, pero sin poder retornar a
los niveles basales aun después de un periodo de 2 horas, lo que sugiere una
resistencia a la insulina, después de este periodo, los niveles de glucosa mas altos
los mostraron los animales tratados con una HFD en combinacion con sacarosa o

sucralosa (Figura 6B).

Se determino el area bajo la curva (ABC) en todos los grupos por el método del
trapezoide. Las mayores areas bajo la curva fueron de los grupos HFD+sacarosa,
HFD+sucralos y HFD+svetia siendo este incremento del 157%, 153% y 110%
respectivamente en comparacion con el grupo control (AIN93). Otro dato interesante
es que la simple adicién de grasa a la dieta genero un incremento en el area bajo la
curva de un 47.8% respecto al grupo AIN-93. Los edulcorantes que en combinacién
tuvieron un mayor impacto en el ABC fueron sacarosa y sucralosa ya que en
combinacion con una dieta control mostraron un incremento del 112% y 89% del
ABC respecto al grupo control. Finalmente, los grupos alimentados con una dieta
control en combinacién con glucésidos de steviol, mascabado y miel, mostraron una
ligera (11%-13%) disminucion del area bajo la curva respecto al grupo AIN-93.
(Figura 6C)

39



EDULCORANTE B EDULCORANTE+HFD

A sanss

600 © FRUCTOSA

© GLUCOSA
s @ MASCABADO
= 8 gIL%LCOSIDOS
T 450
(@) 8 g\l./JEEQLOSA
E
@® 300
(7))
o
(&]
-
& 150
0
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Tiempo (min) Time (min)
C

Edulcorante HFD ExHFD

60 <0.0001 <0.0001 <0.0001
a a
& Y
_— b
() %o b
45 b,c Q
8 é i ’ . & b,c
< c @
= d de @ ¥ ”
O30 8 * .
a f o (% e f oe(;f
< B @ - of  f %3 ﬁ
15 & 8 |

HFD-+* -+ - -+ -+ -+ -+ -+ -+
H,O SAC FRU GLU MAS MI GS STV SU

Figura 6. Determinacion de la curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.
A) Curva de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar macho alimentadas con una dieta
control. B) Curva de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar macho alimentadas con una
dieta alta en grasa. C) Area bajo la curva de la curva de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal de ratas alimentadas con edulcorantes en combinacion con una dieta control
o una HFD. Los datos se presentan en promedio = EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05
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V. Cuantificacion de parametros bioquimicos en suero

Se determinaron los parametros bioquimicos en ayuno de glucosa, triglicéridos,
colesterol total, colesterol LDL y acidos grasos libres, después del tratamiento (dieta
control o dieta alta en grasa) con o sin edulcorantes en el agua de bebida. Respecto
a la glucosa, todos los grupos muestran valores dentro del rango considerado
normal en ratas Wistar (85-132 mg/dL), exceptuando a los que consumieron
sacarosa, glucosa, svetia o sucralosa, ya sea en presencia o ausencia de una dieta
alta en grasa, lo que sugiere que estos edulcorantes promueven el incremento de
los niveles basales de glucosa independientemente de la dieta, aunque se observa
una sinergia al consumir una dieta alta en grasa. El unico edulcorante que mostro
un incremento de la glucosa en combinacion con una HFD pero no con una dieta

control fueron los glucésidos de esteviol (Figura 7).
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Figura 7. Determinacion de la glucosa sérica en ayuno de ratas Wistar, alimentadas
con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de
bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c, p<0.05
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Respecto a los lipidos séricos, en el caso de los triglicéridos, se observa que al
consumir una dieta control, los grupos con sacarosa Yy sucralosa aumentan los
valore séricos, viéndose pronunciado con la adicion de una dieta alta en grasa
saturada. Por otro lado, aunque en los grupos con dieta control los grupos con GS,
mascabado o miel mantienen niveles de lipidos similares al control, al adicionar la
HFD, el grupo con glucosidos de esteviol pierde este efecto incrementando de
manera significativa los lipidos séricos (Figura 8A). En el caso del colesterol, se
observa un patrén similar, aunque los grupos con sucralosa no salen del rango

normal (Figura 8B).
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Figura 8. Determinacion de lipidos en sueros de ratas Wistar, alimentadas con una
dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida
A) Triglicéridos en ayuno. B) Colesterol total en ayuno Los datos se presentan en promedio
+ EEM, a>b>c>d, p<0.05

Por otro lado, al evaluar el colesterol LDL que es responsable de incrementar el
riesgo de alteraciones cardiovasculares, se observa que las ratas que consumieron
sucralosa, aun en ausencia de una HFD, muestran un incremento significativo de
este de 3 veces respecto al grupo control y de 4.5 veces al combinarla con una
HFD (Figura 9A). Al evaluar los acidos grasos libres, podemos observar que estos
se ven incrementados con el consumo de sucralosa con o sin una HFD y con

sacarosa cuando esta se combina con una dieta alta en grasa (Figura 9B).
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Figura 9. Determinacion del colesterol LDL y &cidos grasos libres en ratas Wistar,
alimentadas con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el
agua de bebida. A) Colesterol LDL en ayuno. B) Acidos grasos libres en ayuno. Los datos
se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05

VI. Determinacién de incretinas, hormonas y endotoxemia metabdlica

La sucralosa y la sacarosa fueron los principales estimuladores del polipéptido
insulotropico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido semejante al glucagén tipo
1 (GLP-1). Los edulcorantes con menor grado de refinacion (glucésidos de esteviol,
miel y mascabado) mostraron niveles similares al control de estas incretinas. La
presencia de una dieta con alto contenido de grasa mostré un efecto aditivo en la
concentracion de GIP y GLP-1 circulante, indicando que no soélo el tipo de
edulcorante sino la presencia de una HFD juega un papel importante en la
regulacion de los niveles de incretinas circulantes (Figura 10), esto es importante ya
gue ambas moléculas son los principales responsables de la secrecion de insulina,
posterior a la ingesta de nutrientes. Esto podria estar relacionado, parcialmente,
con un cambio en los receptores de dulzor en el intestino, lo cual promueve la

sintesis y secrecion de estas moléculas.
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Figura 10. Determinacion de incretinas en ratas Wistar, alimentadas con una dieta de
control o una dieta alta en grasay edulcorantes en el agua de bebida. A) Polipéptido
insulotropico dependiente de glucosa en ayuno. B) Péptido semejante al glucagon
tipo 1en ayuno. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e>f>g, p<0.05

Por otro lado, estas incretinas estan estrechamente relacionadas con la
secrecion de insulina, por lo cual se evaluaron los niveles de la misma en suero. En
la Figura 11 se puede observar que las ratas que consumieron sacarosa
incrementaron 19.8 veces la concentracion sérica de insulina, aunque este
incremento fue mayor en el grupo con sucralosa, que tuvo un incremento de 25.8
veces respecto al grupo control, esto se exacerbd con la adicion de una dieta alta
en grasa, teniendo concentraciones 27 y 44 veces incrementadas respecto al
control. En general, los grupos con una HFD tuvieron un incremento en la secrecion
de insulina, siendo medianamente atenuado este incremento con el consumo de
miel. Ya que solo fue de 1.5 veces mas respecto al control. Estos resultados
sugieren que posiblemente los valores de glucosa se mantienen en un rango
normal a expensas de una hiperinsulinemia, por lo que podria existir una resistencia

parcial a la insulina en érganos periféricos.
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Figura 11. Determinacion de insulina en ayuno de ratas Wistar, alimentadas con una
dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida. Los
datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05

La homeostasis de la glucosa esta regulada no solo por la insulina, sino también
por la leptina. Ambas hormonas actian centralmente, regulando la ingesta de
alimentos y la adiposidad. La leptina es una adipocina que se ha demostrado que
aumenta en relacion con el incremento de masa grasa. Curiosamente, aunque las
ratas alimentadas con sucralosa, sacarosa 0 svetia tenian un porcentaje de grasa
corporal similar, las alimentadas con sucralosa desarrollaron una mayor

hiperleptinemia (Figura 12), lo cual, en parte, podria estar regulando la mayor
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ingesta de alimento (Figura 3), estos resultados sugieren que existen otros posibles

mecanismos gue estan involucrados en la generacion de resistencia a la leptina.

La presencia de una HFD aumenta significativamente la concentracion de

leptina en suero en todos los grupos, mientras que los grupos alimentados con

edulcorantes poco refinados mostraron la concentracion mas baja de leptina en

suero y el incremento al afiadir la HFD fue mas tenue (Figura 12)
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Figura 12. Determinacion de leptina sérica en ayuno de ratas Wistar, alimentadas con
una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida.

Los datos se presentan en promedio £ EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05
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VILI.

Evaluacion de la endotoxemia metabdlica

Estudios anteriores han demostrado que el consumo de un HFD aumenta los
niveles de LPS en suero, esta condicion se denomina endotoxemia metabdlica y se
ha asociado con una mayor permeabilidad intestinal y un mayor riesgo de
desarrollar resistencia a la insulina, obesidad y diabetes. Curiosamente, los
resultados mostraron que la concentracion de LPS en suero aumentd no solo por la
presencia de una HFD sino dependiendo del edulcorante (Figura 13). Respecto a
los grupos alimentados con una dieta control, los que consumieron sacarosa
mostraron un aumento significativo del LPS sérico de 257 veces con respecto al
grupo de control, mientras que, con sucralosa, fructosa y svetia este aumento fue
de 80, 68 y 60 veces, respectivamente. Sin embargo, los grupos con glucosa,
glucésidos de steviol, mascabado y miel tuvieron valores de LPS similares a los del
grupo control (AIN-93). El consumo de un HFD por si sola, aumentd el LPS sérico
64 veces respecto al grupo AIN. La combinacién de HFD+sacarosa aumenté el LPS
sérico 574 veces, lo que indica que el edulcorante tiene una contribucion
significativa al desarrollo de endotoxemia metabdlica. Los edulcorantes como la
fructosa, la svetia y la sucralosa también contribuyeron a un aumento significativo
de la endotoxemia metabdlica, aunque no tan alto como la sacarosa. La glucosa,
los glucdésidos de esteviol y el mascabado contribuyen moderadamente a aumentar
la concentracion de LPS. Para la mayoria de los edulcorantes, la adicién de un HFD
aumentd proporcionalmente el LPS sérico en un rango de 1 a 2,7 veces.
Inesperadamente, el grupo alimentado con HFD+miel no desarrollo endotoxemia

metabdlica (Figural3).
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Figura 13. Determinacion de LPS en ayuno en suero de ratas Wistar, alimentadas con
una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida.
Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05

VIll. Determinacién de la abundancia de proteinas involucrados en la inflamacién

Los TLR son una familia de receptores de reconocimiento de patrones que
juegan un papel critico en el sistema inmune innato al activar las vias de
sefializacion proinflamatoria. LPS se une a TLR-4, que a su vez desencadena
una cascada de sefializacion que conduce a la activacion de la via NF-kB y la
transcripcion de muchos genes proinflamatorios. Los valores fisiolégicos de LPS
no indujeron TLR4 mientras que las altas concentraciones de LPS producidas
por el consumo de sacarosa, sucralosa y stevia indujeron la abundancia de TLR4
y TLR2 en el yeyuno, ileon y colon. El aumento de la abundancia de estos
receptores a su vez aumento6 la abundancia de NFkB principalmente en el colon.
En el caso de TLR2 que es un receptor de sefializacion para el peptidoglicano y
acido lipoteicoico (LTA) se observé que el consumo de sacarosa, sucralosa y

stevia, aumento significativamente la abundancia de TLR2 en el ileon y el colon.
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Por el contrario, el consumo de miel, mascabado y glucésidos de esteviol,
activan en mucho menor medida estos receptores y a NFkB (Figura 16). Esto
podria estar involucrado en un cambio en el perfil de inmunoglobulinas y

citocinas séricas
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Figura 14. Determinacion de la abundancia de TLR4, TLR2 y NFkB en diferentes
porciones del intestino de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa
y diferentes edulcorantes. A) Abundancia de TLR-4, TLR-2 y NFkB en yeyuno de ratas
alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes. B) A)
Abundancia de TLR-4, TLR-2 y NFkB en ileon de ratas alimentadas con una dieta
control o alta en grasa y diferentes edulcorantes. C) A) Abundancia de TLR-4, TLR-2 y
NFkB en colon de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes
edulcorantes Los datos se presentan en promedio £ EEM, a>b>c>d>e, p<0.05
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IX. Caracterizacion de citocinas séricas

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria, la cual durante la obesidad disminuye.
En este estudio se observdé que IL-10 disminuye a con sacarosa 0 sucralosa,
mientras que el consumo de miel, glucosidos de steviol 0 mascabado mantuvieron
unas concentraciones adecuadas de esta interleucina. Al proporcionar una HFD
esta interleucina disminuye, sin embargo, en combinacion con edulcorantes
complejos esta disminucion se atenta considerablemente (Figura 15). Este patron
es inverso en el caso de citocinas proinflamatorias como TNFa (Figura 16). Esto
puede estar relacionado con el desarrollo de endotoxemia metabdlica, por ello se
evalué la inmunoglobulina secretora A (slgA). SIgA neutraliza al LPS en células
epiteliales, previniendo la translocacion de NF-kB inducida por la presencia de LPS.
Como se puede observar en al figura 17 la slgA muestra un patrén similar a la IL-
10, viéndose incrementada con las dietas en combinacion con miel, y disminuida en
particular con sacarosa y sucralosa, siendo mas notorio con la adicién de una HFD.
El consumo a largo plazo de miel inhibié la produccion de citocinas proinflamatorias,
particularmente TNFa, indujo la produccion de IL-10, mientras que el consumo de
sucralosa redujo significativamente la slgA en un 76.2% e IL-10 en un 99.5%, lo que

indica que el consumo de miel puede ayudar a mantener la barrera intestinal.
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Figura 15. Determinacion de IL-10 en ayuno en suero de ratas Wistar, alimentadas
con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de
bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05
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Figura 16. Determinacion de TNF-a en ayuno en suero de ratas Wistar, alimentadas
con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de
bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05
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Figura 17. Determinacion de IgA secretora en ayuno en suero de ratas Wistar,
alimentadas con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el
agua de bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05

51



X. Determinacion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos

Al consumir una dieta alta en grasa, se observa un claro incremento de estos
factores involucrados en la lipogénesis. Cabe mencionar, que en combinacion con
una dieta control los Unicos edulcorantes que aumentaron la expresion de estos

genes fueron sacarosa, svetia y sucralosa (Figura 18)
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Figura 18 Determinacion de la expresion de genes lipogénicos en higado de ratas
Wistar, alimentadas con una dieta de control o una dieta alta en grasa y edulcorantes
en el agua de bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05

Por otro lado, la expresion de PPAR-q, involucrado en la oxidacion de acidos
grasos, se ve reprimié en los grupos que consumieron una dieta alta en grasa, sin
embargo, los animales alimentados con miel y una dieta alta en grasa es similar al
grupo control. Algo interesante fue que el consumo de sucralosa aumentd la
expresion génica de PPARa en un 99% y CPT-1 en un 88% (Figura 19), lo cual
podria explicar el aumento de acidos grasos libres y un menor porcentaje de grasa

corporal
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Figura 19. Determinacion de la expresién de genes involucrados en la oxidacion de
acidos grasos en higado de ratas Wistar, alimentadas con una dieta de control o una
dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida. Los datos se presentan en
promedio + EEM, a>b>c>d>e, p<0.05

Xl. Estudio de la morfologia de los higados de ratas alimentadas con una dieta
control y diferentes edulcorantes

Se realizaron cortes de higado con un grosor de 4 micras y tinciones de

hematoxilina-eosina. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos
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Figura 20. Estudio histologico de higado de ratas de ratas Wistar, alimentadas con
una dieta de control y edulcorantes en el agua de bebida.
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Figura 20. Estudio histolégico de higado de ratas de ratas Wistar, alimentadas con
una dieta alta en grasay edulcorantes en el agua de bebida.

Xll. Estudio de la seializacién de insulina en masculo esquelético de ratas
alimentadas con una dieta control y diferentes edulcorantes

La insulina es una hormona liberada por las células beta pancreaticas en
respuesta a niveles elevados de nutrientes en sangre, controlando funciones
energéticas criticas como el metabolismo de la glucosa y de lipidos. Cuando la
insulina se une a su receptor, éste desencadena multiples vias de sefalizacion que
median sus acciones biolégicas. La incapacidad de las células blanco de responder
a la insulina, debido presumiblemente a defectos en su sefializacion, estado
conocido como resistencia a la insulina. De manera general, la resistencia a la
insulina se manifiesta por una disminucién en el transporte de glucosa inducido por
la insulina en adipocitos y muasculo esquelético, un aumento de la produccion de
glucosa hepética y alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y
hepatico.
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A nivel molecular, los mecanismos por los que se genera la resistencia a la
insulina pueden ser multiples y variar de un individuo a otro. Sin embargo, la
resistencia a la insulina es la consecuencia de una sefializacion deficiente de la
insulina causada por mutaciones o modificaciones posttraduccionales del IR o de
moléculas efectoras rio abajo del mismo. En algunos casos la resistencia a la
insulina se debe a un defecto en la unién de la insulina a su receptor, pero mas a
menudo se atribuye a alteraciones posteriores a la union de la insulina, que alteran
desde la funcionalidad de su receptor hasta la actividad de proteinas localizadas rio
abajo del mismo y que desempefian funciones importantes en la sefializacion de la
insulina. Entre las alteraciones mas comunes se encuentran la disminucion en el
ndamero de receptores y de su actividad de cinasa; un aumento en el estado de
fosforilacibn en residuos de Ser/Thr de proteinas clave como el receptor y su
sustrato; la disminucion de la actividad de las cinasas PI3K y Akt, y defectos en la
expresion y funcion del transportador GLUT4. De estas alteraciones el aumento en
la fosforilacion en residuos de Ser/Thr a nivel del IR y de IRS, ha sido considerado
como uno de los mecanismos clave en el desarrollo de la resistencia a la insulina.
Un aumento en el estado de fosforilacion de ambas proteinas puede alterar su
asociacion a otras proteinas, bloquear sitios de fosforilacion en Tyr, disminuir su

activacion e inducir su degradacion.

La importancia de un aumento en el estado de fosforilacion en residuos de
Ser/Thr de las proteinas IRS también se ha documentado en estudios clinicos, en
donde se ha demostrado que, en higado, masculo y tejido adiposo de pacientes
obesos, la expresion de las proteinas IRS-1 se ve disminuida considerablemente y
este aumento en la degradacion de IRS puede estar dado por un aumento en la
fosforilacion de IRS en residuos de Ser/Thr. Varios agentes y condiciones
metabdlicas se han implicado como inductores de la resistencia a la insulina. Los
mas comunes son los acidos grasos libres y sus metabolitos; el factor de necrosis
tumoral-a (TNF- a) y otras citocinas; hormonas catabdlicas como la epinefrina, el

glucagodn y la angiotensina Il, asi como hormonas secretadas por el tejido adiposo
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como la resistina. De esta forma parece que la resistencia a la insulina es

consecuencia de la accion de una multitud de diferentes inductores.

En la Figura 21, se observa el efecto de los diversos edulcorantes en
combinacion con una dieta control o una dieta alta en grasa saturada sobre la via
de sefalizacion de insulina, la cual se disminuye notablemente con el consumo de
una dieta alta en grasa, asi como con el uso de sacarosa, svetia y sucralosa,
posiblemente en parte mediada por citocinas proinflamatorias como TNF-a. Esto
ademas aumentd la fosforilacion de IRS en la serina 307 en el masculo, lo que
indica resistencia a la insulina, lo que se tradujo en intolerancia a la glucosa en los
grupos con sacarosa Yy sucralosa. Los grupos que consumieron edulcorantes
complejos (glucésidos de esteviol, mascabado y miel) muestran una via de

sefalizacion similar al grupo control y niveles normales de insulina.
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Figura 21. Sefializacién de insulina en musculo esquelético de ratas alimentadas con
una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes. Los datos se presentan en
promedio + EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05
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Xlll. Caracterizacion de las poblaciones bacterianas intestinales de ratas
alimentadas con diferentes tipos de edulcorantes en presencia o ausencia de
una dieta alta en grasa saturada

De la secuenciacion por sintesis en la plataforma MiSeq Illumina se
obtuvieron 5,906,496 secuencias (40,756 + 9,541 secuencias por muestra) con
una longitud media de 459 + 1 pb. Las lecturas se asignaron a las unidades
taxonomicas operacionales (OTUs) de novo con la paqueteria de QIIME V.1.9.
De esta manera, usando la comparacion de las OTUs con QIIME contra la base
de datos Greengenes, el 99.8% de las lecturas se asignaron al nivel de Phylum,
99.8% a clase, 99.4% a orden, 92.3% a familia, el 80.16% a género y 39.21% a
especie. Respecto a las abundancias de OTUs, que se calcularon, incluyen
matrices de abundancia en diferentes niveles taxonomicos. Para comparar las
diferentes muestras, se hizo el corte en 18,975 lecturas basandose en el minimo
de la suma de las abundancias de los taxones en RV.3.0.1. La diversidad alfa
sirve para estimar la riqueza de especies y para ello se determiné el indice
Shannon, el cual sugiere que existe una menor alfa diversidad en las ratas que
consumieron edulcorantes no caloricos, respecto a las que consumieron
edulcorantes caldricos. Este indice fue aun menor en los animales que
consumieron una dieta alta en grasa en combinacion con edulcorantes no
caléricos mientras que los grupos alimentados con miel, mascabado o sacarosa,
aun en combinacion con una HFD, presentan una mayor diversidad (Figura 22).
Para el andlisis de la composicién de la microbiota, basado por secuenciacion
del gen ribosomal 16S rRNA, se hizo un analisis de coordenadas principales
(PCoA) basado en las distancias UniFrac. Este analisis mostré que el consumo
de una dieta alta en grasa saturada impacta aproximadamente en un 30% en la
composicién de la microbiota intestinal (PC1), mientras que el consumo de
diversos edulcorantes cambia la composicion de la microbiota en un 18%
aproximadamente (PC2), respecto a los animales que se alimentaron con una
dieta control, representando en su conjunto el 50% de la variacién de la misma
(Figura 23).
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Figura 22. Determinacion de la alfa diversidad mediante el indice Shannon de ratas
alimentadas con una dieta control o alta en grasay diferentes edulcorantes. Los datos
se presentan en rango de minimo y maximo, a>b>c>d>e, p<0.05
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A nivel de Phylum, todos los grupos mostraron una relacion de
Bacteroidetes/Firmicutes muy similar, exceptuando dos grupos (AIN-
93+glucosidos de esteviol y HFD+Sucralosa) el grupo que consumio una HFD en
combinacién con sucralosa, mostrando un incremento significativo de
Bacteroidetes. En contraste, el grupo que consumié glucésidos de esteviol con
una dieta control mostré una disminucion significativa del Phylum de
Bacteroidetes y un incremento muy notorio del Phylum de Verrucomicrobia
(Figura 24). Otro hallazgo importante, es que, al combinar los edulcorantes con
una dieta alta en grasa, hubo un aumento en el Phylum Firmicutes, lo cual se ha

asociado a diversas enfermedades como la obesidad (Baothman et al., 2016).
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Figura 24. Determinacion de los Phylum mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de
la microbiota intestinal de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasay
diferentes edulcorantes.

A nivel de género, los OTUs mas desregulados en el grupo alimentado con
sucralosa fueron Parabacteroides y Allobaculum mientras que en el grupo
alimentado con sacarosa fue el género de Turicibacter, esto nos indica, que,

aunque se tenga anormalidades metabdlicas similares, no necesariamente este
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esta asociado a los mismos cambios en la microbiota intestinal. Por otro lado,
los géneros que se incrementan después del consumo de miel fueron
Bifidobacterium y Butyricicoccus, los cuales estan asociados con beneficios
para la salud intestinal (Boesmans et al., 2018; O'Callaghan & van Sinderen,
2016). Con respecto al grupo con glucésidos de steviol, los géneros mas
aumentados fueron Akkermansia, Holdemania, Allobaculum, Faecalibacterium,
Clostridium y Rothia (Figura 25).
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Figura 25. Determinacion de los géneros mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de
la microbiota intestinal de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y
diferentes edulcorantes.

A pesar de que los grupos alimentados con sacarosa y sucralosa generaron
anormalidades metabdlicas similares a nivel de especie, el grupo alimentado
con sacarosa no tuvo cambios tan drasticos, mientras que el grupo alimentado

con sucralosa, en comparacion con el grupo control, exhibié un aumento del
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95% en la abundancia de Bacteroides fragilis. En el caso del grupo con
glucosidos de esteviol , Akkermansia muciniphila fue la especie con mayor
abundancia. Cabe resaltar que esta bacteria se ha asociado con una reduccion
de la disrupcion de la barrera intestinal. Por otro lado, la adicion de grasa a la
dieta disminuy6 significativamente la abundancia de A. muciniphila, R.
flavefaciens y B. fragilis mientras que hubo un aumenté la abundancia de E.
coli, C. difficile, L. reuteri, P. distasonis y B. uniformis. Estos cambios ocurrieron
en diferentes proporciones dependiendo del edulcorante utilizado, observando
los cambios mas notorios en los grupos alimentados con un HFD y sacarosa o
sucralosa en los cuales la abundancia de C. saccharogumia se redujo
significativamente. Ademas, el consumo de un HFD y edulcorantes no cal6ricos
redujo la abundancia de R. flavefaciens. Finalmente, los grupos alimentados
con HFD, exceptuando el grupo HFD+Sucralosa, disminuyeron

significativamente la abundancia de B. fragilis (Figura 26)
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Figura 26. Determinacion de las especies mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de
la microbiota intestinal de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y
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receptores GPR43 y GPR41 en el intestino

Los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) se producen cuando la fibra
alimentaria  soluble y elalmidon resistente son  fermentados  por
los microorganismos intestinales. Los AGCC son un subgrupo de los acidos
grasos con cadenas carbonadas de menos de seis carbonos, los mas
abundantes y de mayor importancia son acetato, propionato y butirato. A través
de estos, el hospedero puede obtener una mayor cantidad de energia, para ello
deben unirse a sus receptores (FFAR) 2 y 3, o GPR43 y GPRA41,
respectivamente. FFAR2 tiene una mayor preferencia por acidos grasos de 2y 3
carbonos como acetato y propionato, mientras que FFAR3 tiene una
especificidad més alta por 3-5 acidos grasos de carbono, notablemente butirato.
El consumo de edulcorantes especificos puede producir un patrén diferente en la
produccion de AGCC, esto podria tener un efecto al activar GPR41 y GPR43 en
diferente medida y finalmente entrar en la circulacion sistémica y activar varios
procesos metabolicos e inflamatorios. En la Figura 25 se muestra la presencia de
estos acidos grasos de cadena corta en heces, determinados por cromatografia
de gases, mientras que en la Figura 26 se muestran sus receptores evaluados en

el intestino.

En los resultados se observa que el grupo con sacarosa, seguidos de
sucralosa y svetia produjo la concentracibn mas alta de AGCC totales,
principalmente acetato, mientras que los productores mas bajos de AGCC fueron
los que consumieron miel, mascabado o glucdsidos de steviol. Este patron es
similar en los grupos con HFD, se incrementan las concentraciones de las AGCC
mas pronunciadamente (Figura 27). En este sentido, el consumo de un HFD
aumento la concentraciéon total de AGCC en un 78% con respecto al grupo de

control. Algo que llama la atencion es que los grupos con mayor concentracion

XIV. Determinacion de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces, y de sus
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de AGCC, aument6 de manera significativa la abundancia de GPR43, esto

podria estar modulando en parte la secrecién de insulina; por otro lado, los

monosacaridos y los edulcorantes mas complejos indujeron preferentemente la
abundancia de GPR41 (Figura 28).
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XV.

Evaluacién de los receptores de dulzor en lengua e intestino

En la actualidad existe una amplia variedad de edulcorantes, a percepcion
gustativa del sabor dulce de estos compuestos se lleva a cabo por un
heterodimero de 2 subunidades proteicas, T1R2 (receptor gustativo tipo 1,
miembro 2) y T1R3 (receptor gustativo tipo 1, miembro 3), los cuales son
codificados por los genes TAS1R2 y TAS1R3, localizados en el cromosoma 1.
T1R2 es el componente especifico de la percepcidn del sabor dulce, ya que T1R3
a su vez esta involucrado en la percepcion del sabor umami. Estos, TIR2 y T1IR3
se expresan en el paladar y en las células gustativas de las papilas circunvaladas
y foliadas de la lengua, sin embargo, T1R2 se ha detectado en otros tejidos clave
para la regulacién metabdlica y la homeostasis energética, tales como el tracto
gastrointestinal, el pancreas e hipotalamo, por lo cual se le ha considerado un
receptor implicado en la ingesta de alimentos. En este estudio se evalud la
presencia de estos receptores tanto en lengua (Figura 27) como en intestino
(Figura 28). En la lengua, TIR2 fue inducido por el consumo de GS seguido de G,
S, MAS, MI, STV vy finalmente sucralosa, curiosamente, la presencia de un alto
contenido de grasa en la dieta redujo en mayor medida la abundancia de T1R2.
Por otro lado, el consumo de sacarosa incrementd la abundancia de T1R3
respecto a T1R2. En este caso, T1R3 fue estimulado por sacarosa, fructosa,
mascabado, sucralosa y glucésidos, este receptor (T1R3) también se redujo por la
presencia de una dieta alta en grasa saturada a excepcion de los grupos en
combinacion con glucosa y GS (Figura 29).
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Figura 29. Determinacion de los receptores de dulzor en lengua de ratas alimentadas
con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes en el agua de bebida.
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relativa de T1R2 C) Abundancia relativa de T1R3. Los datos se presentan en promedio
EEM, a>b>c>d, p<0.05

Estudios previos han demostrado que tras la activacion de estos receptores en células
enteroendocrinas tiene 2 efectos: 1) Absorber mayor cantidad de glucosa via SGLT-1
(Laffitte, Neiers, & Briand, 2014; Swartz, Duca, de Wouters, Sakar, & Covasa, 2012) y 2)
liberar una mayor cantidad de incretinas (Lee et al., 2017); por lo que la expresion de una
mayor cantidad de estos puede afectar los transportadores de glucosa, asi como en las
incretinas en el intestino. En este modelo experimental, la abundancia de T1R2 en el

intestino delgado y el colon sigui6 un patrén similar donde la sucralosa y los glucésidos de
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esteviol estimularon la abundancia de T1R2 en mayor medida que el resto de los
edulcorantes, mientras que la miel y el mascabado mostré una menor abundancia. En
contraste con lo observado en la lengua, T1R2 y T1R3 fueron estimulados por la presencia

de una dieta alta en grasa, tanto en el intestino delgado y principalmente en el colon.
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Figura 30. Determinacién de los receptores de dulzor en diferentes porciones de
intestino de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes
edulcorantes en el agua de bebida. A) Abundancia de T1R2 y T1R3 en yeyuno de ratas
alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes en el agua de
bebida B) Abundancia de T1R2 y T1R3 en ileon de ratas alimentadas con una dieta control
0 alta en grasa y diferentes edulcorantes en el agua de bebida. C) Abundancia de T1R2 y
T1R3 en colon de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes
edulcorantes en el agua de bebida. Los datos se presentan en promedio + EEM,
a>b>c>d>e>f>g, p<0.05
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XVI.

Caracterizacién de diversos transportadores de glucosa intestinales

Las proteinas de  transporte  sodio-glucosa, también llamadas
cotransportadores sodio-glucosa o SGLT por su nombre en inglés (sodium-
glucose linked transporter), son una familia de transportadores de glucosa que
se encuentran en la mucosa intestinal (SGLT1) y en las células del tubulo
proximal de las nefronas en el rinon (SGLT2). Este transportador se encarga de
absorber la glucosa del lumen hacia el enterocito y como se observa en la Figura
31 este transportador se ve incrementado en el intestino con el consumo de una
dieta alta en grasa o bien el consumo de cualquier edulcorante, a excepcion de
glucésidos de steviol, siendo mas pronunciado este aumento con los

monosacaridos.

Por otro lado, el transportador GLUT-2 en el intestino, permite el paso de
la glucosa de los enterocitos hacia circulacion, mediante transporte pasivo
simple, interesantemente, como se aprecia en la Figura 31 hay un incremento de
este transportador en el intestino con la adicibn de grasa a la dieta, y en
particular con el consumo de sacarosa, glucosa y sucralosa en el caso de la
dieta control, y de estos edulcorantes, asi como de mascabado y svetia en el
caso de la dieta alta en grasa saturada.

Finalmente, GLUT-5 se encuentra en el intestino delgado del lado arterial de
la célula epitelial, y actia conjuntamente con el cotransportador SGLT-1 para el
transporte de monosacaridos a los enterocitos, su afinidad es mucho mayor por
la fructosa, por lo cual como se puede apreciar en la Figura 31, se encuentra
aumentado en los animales que consumieron dicho monosacarido, asi como en

aguellos que consumieron azucares poco refinados
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Figura 31. Determinacion de los transportadores de monosacaridos en el intestino de
ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes.
A) Imégenes representativas de abundancia de SGLT-1, GLUT-2 Y GLUT-5 en intestinos de
ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes.
B) Abundancia relativa de SGLT-1 C) Abundancia relativa de GLUT-2. D) Abundancia
relativa de GLUT-5. Los datos se presentan en promedio £ EEM, a>b>c>d>e, p<0.05
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XVII.

Evaluacion de incretinas secretadas en el intestino

Para evaluar el efecto del consumo de una HFD y edulcorantes sobre la
secrecion de incretinas en el intestino se evalud la expresion de GLP-1 (Figura 32A)
y CCK (Figura 32B). Ademas de la abundancia de GIP, GLP-1 y CCK mediante el
WB (Figura 33)

GLP-1 es el producto de un gen llamado proglucagon en las células L del
intestino. Su secrecion es dependiente de la presencia de nutrientes en la luz
del intestino delgado. Los agentes que causan o estimulan la secreciéon de GLP-1
incluyen los carbohidratos, las proteinas y los lipidos. Una vez que el GLP-1 alcanza
la circulacion, tiene una vida media de solo 2 minutos, debido a la rapida degradacion
por parte de la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), lo que nos indica que un
aumento en la expresion de este gen es un posible incremento de células L en el
intestino. GLP-1 posee diversas funciones, principalmente aumenta la secrecion
de insulina por parte del pancreas de manera dependiente de la glucosa y disminuir
la secrecion de glucagoén, por lo que un incremento en el mismo podria estar

relacionado con la intolerancia a la glucosa observada.
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Figura 32. Determinacion de la expresion génica de GLP-1 Ey cck n el intestino de
ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasay diferentes edulcorantes
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Por otra parte, la colecistoquinina (CCK) es unahormona producida en
el intestino delgado, especificamente en el duodeno y el yeyuno por las células I. Su
funcion es estimular la secrecion de enzimas del pancreas, asi como de la
bilis almacenada en la vesicula biliar hacia el duodeno, produciendo que se
contraiga, estimulando la relajacion y apertura del esfinter de Oddi. Participando en
la regulacion endocrina de la digestion, principalmente de lipidos, lo que explica su

incremento con una HFD (Figura 32B)

En adicion, GIP es un péptido de 42 aminoacidos perteneciente a la familia
peptidica glucagon-secretina y se origina del Pro-GIP constituido por 153
aminoacidos. GIP se secretado por células enteroendocrinas especificas, las
células K, localizadas principalmente en el duodeno, pero presentes a lo largo de
toda la mucosa del intestino delgado. Su secrecion se estimulada por la ingestion
de alimentos ricos en carbohidratos y grasas que producen un incremento de 10 a
20 veces en su concentracion plasmatica. Ademas, evidencias experimentales
indican que GIP regula el metabolismo de las grasas en los adipocitos, incluyendo
un incremento de la incorporacién de los acidos grasos a triglicéridos inducida por
insulina, estimulacién de la actividad de la lipasa de lipoproteinas y de la sintesis de
acidos grasos. En los adipocitos, GIP de manera significativa incrementa la
reesterificacion, estimula la lipdlisis y atenua la respuesta lipolitica al isoproterenol.
Estas propiedades fueron similares a las mostradas por insulina in vitro, sugiriendo

que en el adipocito GIP posee efectos lipogénicos semejantes a la insulina.

Los resultados obtenidos de esta hormona en el intestino se observan en la
Figura 33. GIP fue inducido por svetia, sucralosa y sacarosa; la presencia de alto
contenido de grasa en la dieta indujo en mayor medida tanto GLP-1, GIP y CCK en
el intestino. Estos resultados concuerdan con lo observado en el suero. La
sucralosa y la sacarosa fueron los principales estimuladores de GIP y GLP-1,
seguidos por fructosa, glucosa y svetia, por el contrario, glucésidos de esteviol,

mascabado o miel se vieron concentraciones similares al grupo control, y
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ligeramente disminuidas en la presencia de una HFD, comparado con el grupo
HFD+agua, lo que indica que no sélo el tipo de edulcorante sino también la
presencia de grasas saturadas juega un papel importante en los niveles de

incretinas circulantes.
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Figura 33. Determinacién de hormonas secretadas en el intestino de ratas alimentadas
con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes. A) Imagenes
representativas de abundancia de GLP-1, GIP Y CCK en intestinos de ratas alimentadas con
una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes. B) Abundancia relativa de GLP-1
C) Abundancia relativa de GIP. D) Abundancia relativa de CCK. Los datos se presentan en
promedio + EEM, a>b>c>d>e>f, p<0.05
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XVIIl. Estudio de la morfologia de intestinos de ratas alimentadas con una dieta
control y diferentes edulcorantes

Se realizaron cortes de colon con un grosor de 4 micras y tinciones de

hematoxilina-eosina. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos
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Figura 34. Estudio histolégico de colon de ratas alimentadas con una dieta control y
diferentes edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 35. Estudio histolégico de colon de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa
saturada y diferentes edulcorantes en el agua de bebida
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Se midié la longitud del epitelio intestinal mediante el uso del software ImageJ,
y se observé que en los todos los grupos alimentados con dieta control tenian un
comportamiento similar al grupo AIN con agua, exceptuando los grupos
alimentadas con sacarosa o sucralosa. Respecto a la adicion de una dieta alta en
grasa, hubo una reduccion significativa del epitelio, exceptuando los grupos
alimentados con GS, mascabado o miel. Algo interesante, es que ambos grupos
alimentados con miel tenian una mayor longitud del epitelio intestinal (Figura 36),
esto puede estar relacionado con la abundancia de la ocludina en las diferentes

porciones de intestino ya que muestran un patron similar (Figura 37).
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Figura 36. Determinacién del grosor del epitelio de colon de ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa saturada y diferentes edulcorantes en el agua de bebida. Los datos
se presentan en promedio + EEM, a>b>c>d, p<0.05

74



Ocludina

Ocludina

YEYUNO

GAPDH

AGUA SAC FRU GLU GS MAS MI STV SUCRA
D e e v e ewe B &

GAPDH I GRS G GRS G G G G

- - - - . — -—— -

Ocludina

GAPDH

ILEON

Ocludina

~

dik s BB e B A s o

— —----—

GAPDH

.Ocludina

GAPDH

COLON

fcludina

GAPDH

NIV a4H NIV a4dH NIV

a4H

w

YEYUNO

QOccludina/GAPDH
(Unidades Relativas)
[=]

(2]

o
o

O

ILEON
Occludina/GAPDH

(Unidades Relativas)

*

O

COLON

Occludina/GAPDH

Edulcorante  HFD ExHFD

&
N

s <0.0001 =<0.0001 =<0.0001

o
©

©
w

Edulcorante Edt:ulcoréhtetHFD

Edulcorante  HFD ExHFD
<0.0001  <0.0001 <0.0001

o
)

o o o o =
[}

o
o

Edulcorante  Edulcorante+HFD

Edulcorante HFD ExHFD
18 <OA00301 <0.0001 <0.0001

Figura 37. Determinacion de la abundancia de las ocludinas en intestino de ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y diferentes edulcorantes en el agua
de bebida. A) Imagenes representativas de abundancia de ocludina en diferentes secciones
de intestinos de ratas alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes

edulcorantes.

B) Abundancia relativa de ocludina en yeyuno C) Abundancia relativa de

ocludina en ileon D) Abundancia relativa de ocludina en colon. Los datos se presentan en

promed

io £ EEM, a>b>c>d>e>f>qg, p<0.05
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XIX. Caracterizacion del microbioma intestinal de ratas alimentadas con una dieta
control o dieta alta en grasa y diferentes edulcorantes

De la secuenciacion por sintesis en la plataforma HiSeq lllumina se
obtuvieron 3,182,927 + 94,780 lecturas por muestra después del ensamblaje con
IDBA-UD se obtuvieron contigs con una longitud promedio de 713.59 £ 10.72 pb.
Se tomaron los genes de codificacion de proteinas y se anotaron con PROKKA.
Los genes se reportaron con una homologia el 90% y longitud de alineamiento el
95% usando CD-hit Se obtuvieron 4538494 de genes, pero se hizo una analisis
de conglomerados teniendo una reduccion al 64.4%. Se estudio la diversidad
genética por tratamiento utilizando el indice de diversidad de Margalef corregido

por FDR, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 38
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Figura 38. Diversidad genética de las bacterias provenientes de ratas alimentadas
con una dieta control o alta en grasay diferentes edulcorantes

Curiosamente, la diversidad microbiana mas baja observada en los grupos
alimentados con HFD+sucralosa o HFD+glucésidos de esteviol se asocié con la
menor rigueza de genes (Figura 38) y las concentraciones mas altas de

triglicéridos séricos, colesterol LDL y colesterol total.

76



Posteriormente se analizaron los metagenomas usando las tablas de
recuento de genes normalizados y se compararon con una matriz de disimilitud

binomial en Vegan para representarse en un PCoA (Figura 39)
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Figura 39. Analisis de componentes principales del microbioma de ratas

alimentadas con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes

Finalmente se determind la abundancia de genes diferenciales usando el
algoritmo DESeg2 que ejecuta una prueba de Wald binomial negativa y
encuentra una significancia estadistica con el cambio en el registro de los genes
dividido por el error estandar. Se us6 un analisis de 2 factores para comparar
tipo de azlcar y presencia de grasa obteniendo la Figura 40 en donde cada
circulo representa un gen, los circulos verdes son significativamente diferentes
segun el tipo de azucar, mientras que los circulos azules son significativamente
diferentes por la grasa. Los circulos rojos reflejan genes que son

significativamente diferentes por tipo de azlcar y grasa
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Figura 40 Analisis bifactorial del microbioma de ratas alimentadas con una dieta

control o alta en grasay diferentes edulcorantes

El andlisis metagendmico mostrd, que el nimero de genes involucrados en la
formacién de AGCC aumentd en los grupos sacarosa, sucralosa y svetia, y la
presencia de un HFD aumentd el nimero de genes en todos los grupos, con la
excepcion de los grupos alimentados con mascabado y miel, incluso con la
presencia de una dieta alta en grasa (Figura 41). Por otro lado, el andlisis
metagendmico revel6 que los grupos alimentados con un HFD+glucésidos de
esteviol, HFD+sacarosa, HFD+sucralosa y sacarosa tenian el mayor nimero de
genes involucrados en la produccion de LPS. Es importante tener en cuenta que
los grupos alimentados con miel, mascabado o glucésidos de esteviol tenian el
menor nimero de genes involucrados en la produccion de LPS (Figura 42). Esto
nos habla de que, aunque la poblacion bacteriana no cambié de manera similar,
existe redundancia en los genes involucrados en las vias de sefializacion por lo

gue los efectos metabdlicos observados son similares
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Figura 41 Anédlisis del microbioma de ratas alimentadas con una dieta control o
alta en grasay diferentes edulcorantes sobre la via de produccion de AGCCs
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Figura 42 Anédlisis del microbioma de ratas alimentadas con una dieta control o
alta en grasay diferentes edulcorantes sobre la via de produccion de LPS
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Discusion.

Actualmente los problemas de obesidad y las comorbilidades asociadas han
generado la incorporacion de nuevos edulcorantes con pocas calorias, como una
posible estrategia para combatir estos problemas de salud; sin embargo, algunos
estudios han asociado algunos de estos edulcorantes con intolerancia a la
glucosa (Suez et al., 2014), esto ha generado una gran confusion para el
consumidor sobre qué tipo de edulcorante es la mejor opcién (Fernstrom, 2015).
Por otro lado, el alto consumo de grasas saturadas se ha asociado con un mayor
riesgo de enfermedades cardiovasculares (Goossens, 2017); por ello, es dificil
saber si el desarrollo de ciertas complicaciones durante la obesidad son a causa
de los edulcorantes, de la grasa saturada o la combinacion de ambos factores
(Siri-Tarino, Sun, Hu, & Krauss, 2010)

En los dltimos afos, el consumo de azucar ha incrementado de manera
significativa llegando hasta a 4 veces la ingesta maxima recomendada (Bleich,
Vercammen, Koma, & Li, 2018) ademas, este exceso de azlcar asi como el
consumo de edulcorantes no caléricos no caloricos se han asociado con la
generacion de intolerancia a la glucosa (Liauchonak, Qorri, Dawoud, Riat, &
Szewczuk, 2019), un incremento en los picos posprandiales de insulina (Pepino
& Bourne, 2011) y un significativo aumento en el riesgo de desarrollar sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares (Nettleton et
al., 2009; Pereira, 2014). Sin embargo, la evaluacién del impacto de los azlcares
en la dieta a menudo se ve obstaculizada por la falta de un comparador
isocalorico, por lo que no esta claro si los efectos son el resultado del consumo
de cierto tipo de edulcorantes o simplemente el consumo excesivo de energia
(Della Corte et al., 2018). Actualmente, no existen estudios claros sobre los
mecanismos de accién asociados con estas enfermedades, pero se ha
postulado que el vinculo entre los edulcorantes y estas enfermedades puede ser

parcialmente mediado a través de los cambios en la microbiota intestinal (Suez,
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Korem, Zilberman-Schapira, Segal, & Elinav, 2015). Cabe resaltar que estos
cambios en la microbiota intestinal en respuesta a edulcorantes especificos
varia, en parte, dependiendo de cémo se absorbe y transporta en el intestino
(O'Brien & Corpe, 2016), asi como la capacidad de regular la liberacion de
incretinas en las células enteroendocrinas intestinales mediante la activacion de
ciertos receptores como lo son los receptores del dulzor, presentes en el
intestino (Mortensen, Christensen, Holst, & Orskov, 2003) y por otra parte a la
generacion de metabolitos como los &cidos grasos de cadena corta (AGCC)
(Canfora, Jocken, & Blaak, 2015) o moléculas asociadas a la estimulacion de
una respuesta inflamatoria de bajo grado, como el lipopolisacarido (LPS) que
puede generar una endotoxemia metabdlica, asociada a la generacién de
resistencia a la insulina (Cani et al., 2007; Ley, Turnbaugh, Klein, & Gordon,
2006).

Los resultados obtenidos demostraron que el consumo continuo de
edulcorantes, particularmente sacarosa o0 sucralosa, aumentaron de manera
significativa la abundancia de los receptores del dulzor TIR2 y T1R3 en la
lengua y el epitelio intestinal. Estos receptores funcionan como sensores de
azucar luminal para controlar la expresion del transportador SGLT1 en respuesta
a los edulcorantes consumidos (Margolskee et al., 2007), incrementando
también la abundancia del transportador GLUT2, el cual permite el transporte de
glucosa del intestino a circulacién, lo cual explica en parte un incremento en la
glucosa en suero. (Moran et al., 2014). Se ha demostrado un aumento en
GLUT2 en enterocitos humanos de sujetos con obesidad, que estan asociados
con resistencia a la insulina e hiperglucemia (Ait-Omar et al., 2011). Por otra
parte, las células L del intestino contienen receptores gustativos que modulan la
secrecion de GLP-1 en el intestino y puede desempefiar un papel importante en
el desarrollo de obesidad, diabetes y cambios en la motilidad intestinal (Jang et
al., 2007). Los resultados muestran que el consumo de sacarosa 0 sucralosa

aumenta significativamente la secrecion de los incretinas GIP y GLP-1, lo que
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favorece un mayor aumento de peso corporal, hiperglucemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia (Holst, 2007; Yip & Wolfe, 2000). En adicioén, la combinacion de
ambos edulcorantes con una dieta alta en grasa saturada, pronunciaron las
anormalidades mencionadas. Por otro lado, también es importante considerar
que GIP puede desempeiar un papel critico en el metabolismo del adipocito,
generando resistencia a la insulina al impedir la fosforilacion de IRS y de AKT de

manera adecuada.

Respecto al consumo de edulcorantes y la microbiota intestinal, se observo
gue los grupos con edulcorantes caléricos tenian una mayor alpha diversidad en
comparacion con los no caléricos, ademas de que la composicion de esta
microbiota era muy diferente. Interesantemente, a pesar de que tanto sucralosa
como sacarosa mostraron diferentes cambios en la microbiota, produjeron
anormalidades fisiolégicas, bioquimicas e inmunoldgicas similares, lo que nos
sugiere que estos dafios son mediados por diferentes mecanismos. La disbiosis
mMas notoria, junto con la menor alpha diversidad y riqueza de genes se observo
después del consumo de sucralosa en el que la bacteria predominante fue B.
fragilis con un aumento del 103% con respecto al grupo control. Mientras que el
consumo de sacarosa produjo una mayor diversidad, asi como un incremento de
bacterias Gram-positivas. Independientemente de que estos desequilibrios de la
microbiota intestinal son muy diferentes, ambos edulcorantes generaron una
respuesta inflamatoria de bajo grado; por un lado, el consumo de sacarosa
aumentdé de manera significativa los niveles circulantes de LPS y TNF-q,
mientras que el consumo de sucralosa inhibié la citocina antiinflamatoria IL-10 y
disminuy0 de manera considerable la sIgA, lo cual estd asociado a un
incremento del LPS circulante (Dahlgren, Wold, Hanson, & Midtvedt, 1990). Sin
embargo, el resultado para ambos edulcorantes fue la induccion de la
abundancia de TLR4 y una reduccion de la longitud del epitelio intestinal, esto
puede ser explicado en parte a la redundancia en los genes bacterianos que

como se observa en los analisis metagendmicos tanto los animales que
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consumieron sacarosa como los que consumieron sucralosa incrementan las
vias de sintesis de LPS. Cabe mencionar, que incluso la baja concentracion
usada de sucralosa (1.5%), mostrd efectos similares a 10% de sacarosa, estos
resultados podrian deberse, en parte, al hecho de que la sucralosa puede
generar compuestos que son menos polares y mas lipofilicos que el compuesto
original, ayudando a almacenarse por un tiempo en el tejido adiposo después del

consumo (Bornemann, Werness, Buslinger, & Schiffman, 2018).

El consumo de sacarosa produjo una mayor endotoxemia metabdlica,
estimulando en mayor medida la abundancia del factor de transcripcion NFkB en
el intestino, ademas de que varias bacterias, particularmente en la familia de los
Clostridiales estan asociadas con la disrupcion de la barrera intestinal,
disminuyendo la abundancia de las proteinas de union estrecha como las
ocludinas, lo cual también estimula al factor NFkB que a su vez participa en la
regulacion de la produccion de citocinas proinflamatorias, como TNFa que altera
la sefializacion de la insulina mediante el cambio en la fosforilacion en un residuo
de serina del IRS-1 en musculo esquelético (Aguirre, Uchida, Yenush, Davis, &
White, 2000) produciendo resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, incremento
de la ganancia de masa grasa y lipogénesis, al aumentar la fosforilacion de ACC

produciendo resistencia a la insulina.

De manera contraria, los edulcorantes menos refinados, como la miel, los
glucésidos de steviol y el mascabado promovieron el crecimiento de otras
especies bacterianas, asociadas con efectos benéficos a la salud como
Bifidobacterium animalis, Akkermansia muciniphila y Ruminococcus bromii.
Estos edulcorantes no produjeron anormalidades bioquimicas y aumentaron la
produccion de IL-10, asociada a un estado antiinflamatorio (Ouyang, Rutz,
Crellin, Valdez, & Hymowitz, 2011), esto también puede estar relacionado con el
incremento de la IgA secretora, la cual representa una herramienta para influir

directamente en las comunidades bacterianas a través de la via MyD88 (Kubinak
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et al., 2015), ya que MyD88 regula las células B para producir slgA manteniendo
una comunidad microbiana equilibrada asi como un aumento en la produccion
de IL-10, necesaria para mantener la mucosa y la homeostasis intestinal
(Mestecky, Russell, & Elson, 1999).

Notablemente, el consumo de sucralosa produjo los niveles mas altos de
acidos grasos libres circulantes indicando un posible aumento de la lipdlisis del
triacilglicerol por la HSL en el tejido adiposo, estos &cidos grasos libres son
capaces de estimular a PPARa, un factor de transcripcion involucrado en la
regulacion de la oxidacién de acidos grasos, cetogénesis y gluconeogénesis,
esta Ultima, a través de PEPCK cuando existen concentraciones altas de
glucagén (Patsouris et al., 2004) todos estos mecanismos promueven un
aumento en la concentracion sérica de glucosa e insulina produciendo
intolerancia a la glucosa (Grandl et al., 2018; Mahendran et al., 2013). Aunado a
esto, el consumo de sucralosa fue el Unico edulcorante que produjo un
coeficiente respiratorio (RER) de 0.65 indicando la formacion de cuerpos
cetdnicos, esto sugiere que el consumo a largo plazo de sucralosa imita un
estado de ayuno prolongado. Esto se confirmé por el aumento significativo del -
hidroxibutirato en suero y una disminucién en el peso corporal tanto de masa
magra como grasa. Por otro lado, el consumo de sacarosa no aumento la
oxidacién de acidos grasos ni produjo cetogénesis, por lo tanto, las ratas
alimentadas con este disacarido tuvieron el mayor aumento de peso corporal y

grasa corporal.

Como ya se ha mencionado es dificil atribuir a un solo factor dietario como los
edulcorantes las anormalidades presentadas durante enfermedades como la
obesidad, otro factor que tiene gran impacto es la presencia de grasa saturada
en conjunto con estos edulcorantes (Bisanz, Upadhyay, Turnbaugh, Ly, &
Turnbaugh, 2019; Drewnowski, 2007) por lo que uno de los objetivos de este

trabajo fue evaluar si el afladir una dieta alta en grasa saturada tenia un efecto
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aditivo en las anomalias metabolicas asociadas con cambios en la microbiota
intestinal. Interesantemente, la adicion de esta dieta alta en grasa saturada
(HFD) si tuvo un efecto aditivo sobre la ganancia de peso y de grasa corporal
cuando se combinoé con sacarosa, aumentando esta Ultima hasta 45% mientras
gue los grupos con unicamente uno de los dos factores (sacarosa o HFD) tenian
aproximadamente un 30% de grasa corporal. Por otro lado, los edulcorantes no
caléricos no mostraron una ganancia adicional de grasa corporal, mientras que
los edulcorantes calo6ricos poco refinados (miel y mascabado) mostraron una
ganancia similar a la de sus respectivos controles, es decir el efecto estaba dado
Gnicamente por la presencia o ausencia de grasa y el edulcorante en estos dos

grupos no tuvo un efecto significativo.

Respecto al gasto cal6rico, los animales alimentados con la combinacién de
HFD y sacarosa mostraron una inflexibilidad metabdlica, asociada con el menor
consumo de oxigeno, es decir, con un gasto calérico mucho menor. En
contraste, los animales que consumieron una HFD en combinacién con miel,
mostraron un cociente respiratorio muy similar al grupo control, es decir, hubo
una atenuacion de la inflexibilidad metabdlica parcial generada por el consumo
de una dieta alta en grasa, lo cual también se asocié a un mayor gasto calérico y
una menor ganancia de peso. Cuando se incrementa de manera significativa la
grasa corporal se tiende a aumentar las concentraciones circulantes de leptina.
En este estudio, al combinar una HFD con los edulcorantes esta hormona
incremento de manera significativa siendo la combinacion con sacarosa y
sorprendentemente con sucralosa los grupos que desarrollaron hiperleptinemia.
En el caso de la sucralosa, esta puede estar relacionada con la activacion de los
receptores gustativos en tejido adiposo implicados en la secrecion de leptina
(Kohno et al., 2016). Se ha demostrado que una alta concentracion de leptina
promueve la produccion de TNFa en presencia de LPS (Shen, Sakaida, Uchida,
Terai, & Okita, 2005). Los animales que consumieron la combinacion de HFD

con sacarosa aumentaron significativamente la concentracion de LPS en suero y
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disminuyeron la abundancia de ocludinas intestinales, lo cual desencaden¢ la
estimulacion del receptor tipo toll-4 (TLR4). El cual a través de su cascada de
sefializacion promueve la secrecion de citocinas capaces de reducir la
sefalizacion de insulina en érganos periféricos, generando intolerancia severa a
la glucosa (Cani et al., 2007). Cabe resaltar que este patron no se observoé en los
animales que consumieron una HFD en combinacién con los edulcorantes
caloricos menos refinados (miel, glucésidos de steviol y mascabado), esto se
puede deber en parte a los cambios en la microbiota intestinal.
Aproximadamente el 30% de la variacion en la microbiota intestinal podria
explicarse por la presencia o ausencia de una HFD mientras que el 18% de esta
variacion podria ser explicado por el tipo de edulcorante y se observaron

resultados similares al hacer el anlisis metagendmico de shot-gun.

Algunos de los metabolitos con mayor asociacion a los cambios en la
microbiota intestinal son los acidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC
se producen principalmente a partir de la fermentacion microbiana de fibra
dietética. Sin embargo, los resultados del presente estudio mostraron que el
consumo de sacarosa, sucralosa y svetia (glucosidos+sacarosa) presentaron la
mayor concentracion de AGCC en heces, siendo el acetato el mas abundante.
La adicibn de una HFD aumentd la produccién de AGCC en un 58-70%. El
incremento notable de acetato en los grupos antes mencionados tuvo como
consecuencia la estimulacion del receptor GPR43, el cual tuvo una mayor
abundancia en la presencia de una HFD. Esto podria estar relacionado con la
hiperleptinemia e intolerancia a la glucosa, debido a la presencia de este
receptor en organos periféricos como el tejido adiposo y el pancreas (McNelis et
al., 2015), o bien también puede estar relacionado con las anormalidades
observadas como la hiperinsulinemia. Por otra parte los monosacaridos (fructosa
y glucosa) asi como los edulcorantes no refinados (glucésidos de esteviol,
mascabado y miel) estimularon con mayor afinidad a GPR41, el cual es un
receptor que reconoce el butirato y este AGCC esta relacionado con mantener la
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integridad del epitelio intestinal (Baothman et al., 2016), por lo que se ha

asociado a un entorno antinflamatorio.

Por otro lado, una baja diversidad microbiana, asi como una baja riqueza de
genes observada en los grupos alimentados con una HFD y edulcorantes no
caloricos tuvo una asociacion con la desregulacion del metabolismo de lipidos,
generando niveles altos de triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL.
Curiosamente, los genes microbianos de las vias estudiadas se modificaron
tanto por el tipo de edulcorante como por la presencia de un HFD, siendo el

grupo con una HFD y sucralosa el que mostré la mayor disbiosis.

Con los resultados generados en el presente estudio pudimos conocer los
mecanismos de accion de los diferentes edulcorantes cal6ricos y no caléricos y
el efecto adverso de la adicion de grasas a la dieta y su funcién en la modulacién
de la microbiota intestinal, la formacion de AGCCs y su efecto sobre el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. Sin embargo, son necesarios otros
estudios para evaluar los efectos a largo plazo de estos edulcorantes en
humanos con una duracién adecuada para caracterizar completamente la
naturaleza compleja y la importancia biolégica de cada edulcorante. Cabe
resaltar, que el presente trabajo demostré que la miel tiene un efecto protector
en el desarrollo de la obesidad, ya que las ratas que se alimentan con miel
mostraron los niveles mas bajos de incretinas, insulina, glucosa sérica y leptina y

la menor estimulaciéon de las vias de sefializacion inflamatorias.
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Conclusiones.

» El consumo de sacarosa o0 sucralosa promueve la ganancia de peso, la
acumulacion de grasa corporal, disminucion del gasto energético, siendo mas

pronunciada con la adicion de una dieta alta en grasa saturada.

» El consumo de glucésidos de esteviol, mascabado o miel, mantiene valores de
ganancia de peso, composicion corporal y gasto energético muy similares al
grupo control, incluso con la adicion de grasa en la dieta pareciera tener un
efecto protector al mostrar menor inflexibilidad metabdlica, menos grasa corporal

y mayor consumo de oxigeno.

» La sacarosa y la sucralosa por si solas generan intolerancia a la glucosa, siendo

esta exacerbada al adicionar una dieta alta en grasa saturada.

» Los grupos que consumieron glucésidos de esteviol, mascabado o miel tuvieron

curvas de tolerancia a la glucosa muy similares a los controles.

» En ayuno, la glucosa, el colesterol total, los triglicéridos y la insulina fueron
alterados por sacarosa, svetia y sucralosa con ambas dietas (control o HFD) asi
como por los glucésidos de esteviol, pero Unicamente en combinaciéon con una
dieta alta en grasa. En el resto de los grupos si bien presento un incremento en
dichos parametros al adicionar una HFD, los valores se encontraban en rango

normal.

» La sucralosa incrementa de manera significativa los valores de colesterol LDL y

de acidos grasos libres circulantes.

» El consumo de edulcorantes no cal6ricos disminuye la alfa diversidad y la

riqgueza genética de las bacterias.
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La beta diversidad de la microbiota intestinalse ve afectada tanto por el tipo de

dieta (30%) y por el tipo de edulcorante (18%).

El consumo de miel, glucésidos de esteviol y mascabado incrementaron la
presencia de Bifidobacterium animalis, Akkermansia muciniphila y Ruminococcus

bromii, respectivamente, bacterias consideradas benéficas.

A pesar de tener alteraciones bioquimicas similares la sacarosa y sucralosa el
perfil microbiano es diferente, teniendo un importante aumento de B. fragilis en el

caso de sucralosa.

Existe una mayor abundancia de GPR43 en los grupos con sacarosa O
sucralosa, ya que existe una mayor produccion de acetato, mientras que los
grupos que consumieron miel, mascabado y glucésidos de esteviol, presentan

una mayor produccién de butirato y mayor abundancia de GPR41.

Los grupos que consumieron sacarosa, sucralosa, svetia o fructosa mostraron un
incremento importante de LPS y TNFa en suero siendo este incremento mas

pronunciado con la adicion de una dieta alta en grasa.

El consumo de glucésidos, mascabado y miel disminuyen de manera
considerable la endotoxemia metabdlica, aunque con la adicién de una dieta ata
en grasa los niveles aumentan, pero de manera similar al grupo que consumio la

dieta alta en grasa sin edulcorante.

Los grupos con una dieta alta en grasa tuvieron una mayor abundancia de los
receptores TLR-4 y TLR-2 asi como de NFkB en el intestino. Este incremento
tuvo sinergia con el consumo de sacarosa, svetia 0 sucralosa, estos cambios

coinciden con la disminucion de ocludinas en particular en colon.

Los grupos alimentados con una dieta alta en grasa tuvieron una disminucién de
la abundancia de T1R2 y T1R3 en la lengua en comparacion con los alimentados

con una dieta control
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El consumo de Svetia y sucralosa incrementan de manera importante la
abundancia de los receptores de dulzor en intestino, esto se ve exacerbado con

el consumo de una dieta alta en grasa saturada

Existe una menor abundancia de los receptores de dulzor en el intestino de ratas
gue consumieron glucosidos de esteviol, mascabado o miel, lo cual esta puede
estar relacionado con una menor abundancia de los transportadores de glucosa

en el mismo.

El consumo de sacarosa, sucralosa y svetia produce un incremento de las

incretinas tanto en intestino como en suero.

El consumo de glucésidos de esteviol, mascabado o miel mantiene niveles de
incretinas similares a los del grupo control. La miel incluso en presencia de una

dieta alta en grasa.

El consumo de sacarosa, svetia o sucralosa incrementa la fosforilacion en el
residuo de serina de IRS en musculo esquelético, lo que podria estar relacionado
con la resistencia a la insulina, esto se ve mas pronunciado al combinarse estos

edulcorantes con una dieta alta en grasa.

El consumo de miel, glucésidos de esteviol y mascabado incrementan la
fosforilacion de AKT en musculo esquelético, lo que mantiene una adecuada

respuesta a la insulina, aun en presencia de una dieta alta en grasa.

El consumo de sacarosa, sucralosa y svetia en combinacion con una dieta alta
en grasa incrementa la expresion de genes lipogénicos, por lo que estos grupos

muestran esteatosis hepatica.

El consumo de miel incrementa la longitud del epitelio intestinal
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Figura 43. Efectos metabdlicos del consumo de edulcorantes cal6ricos y no
caloricos en combinacién con una dieta alta en grasa saturada. El consumo de
sacarosa y sucralosa por si solas incrementan la resistencia a la insulina, mientas que el
consumo mascabado, miel y glucosidos de esteviol en combinacién con una dieta
control mantienen la sensibilidad a la insulina. La combinacion de una dieta alta en grasa
saturada con sacarosa 0 sucralosa incrementa la lipogénesis y la inflexibilidad
metabdlica; mientras que el consumo de miel 0 mascabado disminuyen los marcadores
de inflamacién y la ganancia de grasa corporal aun en combinacién con una HFD.
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