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RESUMEN

La miel es un liquido viscoso procesado por las abejas compuesta de
principalmente de agua y los monosacaridos glucosa y fructosa que en
conjunto representan aproximadamente el 80% de su composicion. En el
presente estudio se demostré que la miel tiene actividad antioxidante,
antimicrobiana y antiinflamatoria. Se alimentaron ratas con diferentes tipos de
mieles por un periodo de 18 semanas. Se evalubé el peso corporal, la
composicion corporal, ingesta caldrica, parametros bioguimicos, niveles de
IgA secretora (IgAs), lipopolisacéaridos (LPS), acidos grasos de cadena corta
(AGCC) y proteinas involucradas en la inflamacion. Los resultados mostraron
que los grupos alimentados con mieles ganaron menos masa grasa Yy
perdieron menos masa magra con respecto al control, sin embargo,
mantuvieron una curva de tolerancia a la glucosa similar al control y los niveles
de leptina e insulina fueron significativamente menores con respecto a la
sacarosa. Las mieles también disminuyeron los niveles de LPS y aumentaron
las concentraciones de IgAs. La abundancia del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), p-NF-xB y el
receptor 4 tipo Toll (TLR4) fueron menores en los grupos de mieles
comparados con la sacarosa o jarabe de maiz. Con respecto al analisis de la
microbiota intestinal, dos especies de bacteria, parecen ser las posibles
causantes de las modificaciones en los tratamientos de mieles con respecto a
los deméas grupos Defluviitalea saccharophila bacteria gram-positiva
perteneciente al pylum Firmicutes que esta aumentada en mieles y presenta
una correlacion inversa con la masa grasa y Alistipes masilenses especie
gram-negativa, miembro del pylum Bacteroidetes la cual esta aumentada en
los grupos de sacarosa y jarabe de maiz alto en fructosa y se correlaciona con
el aumento de masa grasa. Los resultados del presente trabajo muestran que
el consumo de miel es capaz de modificar la microbiota aumentado la
respuesta inmunoldgica a través de un aumento en la IgAs y de esta manera
disminuyendo las concentraciones de LPS y por lo tanto la endotoxemia

metabolica.
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l. INTRODUCCION

1.1 Origen de la miel.

La miel es uno de los edulcorantes naturales que mas se consumen en todo
el mundo. Es un producto derivado de la trasformacion del néctar y mielatos
por medio de las abejas (Kumul et al., 2015). El proceso de transformacion de
la miel consta de cuatro pasos principales: recoleccion de la materia prima,
deposicion en los alveolos hexagonales del panal, concentrado y proteccién
con opérculo de cera (Figura 1). La materia prima utilizada por las abejas
consiste en néctar de flores compuesto de agua y azlcares o los mielatos que
son excreciones azucaradas de insectos succionadores que se alimentan de
la savia de las plantas tales como pulgones, cochinillas y otros himenépteros.
La materia prima recolectada, es transportada en el estbmago, donde las
abejas adicionan enzimas necesarias para la transformacion de los azlcares,
tales como glucosidasas, diastasas e invertasas, estas Ultimas encargadas de
la conversién de la sacarosa en los monosaridos glucosa y fructosa (Figura
2).

Pecoreadora
de néctar en

una flor S
g ¥ .
-
. . S
En I.a hoja; sabia bruta, g Néctar o mielato
savia elaborada depositados en

Pulgén: aspira la savia
y exuda la melaza

L
P,
Y

Q:F los alveolos
>

l

aumento

¥ W2
] Pecoreadora R,

de melaza
transporte

concentrado

miel operculada

Figura 1. Elaboraciéon de la miel. La elaboracion de la miel se da en cuatro pasos
principales: la recoleccion de la materia prima, depésito en los alveolos hexagonales,
concentrado y proteccién con opérculo de cera. Modificada de Jean-Prost & Médori
(2007).



Durante el procesamiento de la materia prima a miel, los azlUcares se
concentran, mientras que otros componentes de la miel, principalmente el
agua, se eliminan del néctar. La evaporacion del agua se lleva a cabo
mediante manipulaciones que aumentan su area de superficie, asi como por
el mantenimiento de una corriente de aire caliente a través de la colmena
(Crane & Kirk Visscher, 2009) (Figura 2). Este proceso permite reducir el agua
a porcentajes cercanos al 20% de la composicion de la miel que es un factor
clave para que las abejas posteriormente sellen las celdas del panal con
opérculos de cera. La composicion final de la miel es diversay depende de
factores como el origen botanico ya sea de néctares de flores o de mielatos,
la regidn geogréfica, asi como de factores externos a las abejas como la
manipulacion por parte del hombre o las condiciones de almacenamiento
(Czipa et al., 2008; Escuredo et al., 2014).

Nectar o mielatos —

GLUCOSA SACAROSA FRUCTOSA AGUA
ENZIMA INVERTASA

FACTORES
DEL SABOR

E /E_O\EH»\ CH2%:OOH
O\ CH,OH
il T

r\ GLUCOSA FRUCTOSA
NP
GLUCOSA H,0, 0,

OXIDASA
) Hzoz

b AC. GLUCONICO

v

MIEL <20%

Figura 2. Transformacion de la miel. La miel es una sustancia producida a partir del
néctar o mielatos al eliminar la mayoria del agua, convirtiendo Sacarosa en fructosa
y glucosa a través de la accion de la enzima invertasa. La accién de la glucosa
oxidasa permite la conversion de la glucosa en acido glucénico que tiene como
subproducto el peréxido de hidrégeno (H20;), importante para la accién
antimicrobiana de la miel. Modificada de Crane & Kirk Visscher (2009).



La miel es un producto que se ha usado desde épocas antiguas; se estima
gue el hombre empezo6 a utilizarla hace 10,000 afios, dato que se corrobora
con el descubrimiento de la pintura rupestre encontrada en la Cueva de la
Arafia, ubicada en Valencia, Espafa, donde se observa a un hombre
recolectando miel. En tiempos antiguos la miel era utilizada por los egipcios
como edulcorante y en procesos funerarios, principalmente para el
embalsamiento de los muertos y ofrendas religiosas. Los romanos utilizaron el
liquido viscoso como tratamiento de enfermedades estomacales, para tratar
heridas con pus y hemorroides, asi como moneda de cambio y conservador
de alimentos. En la civilizacion Griega fue considerada alimento de los dioses
del Olimpo, mientras que la cultura China encontré en la miel un objetivo
cosmetico (Nayik et al., 2014).

En México el uso de la miel data de épocas prehispénicas, culturas
mesoamericanas como la Azteca, Olmeca y Maya ya utilizaban la miel y
habian desarrollado técnicas para la crianza de las abejas. Evidencia del
coédice de Mendocino demuestran que la miel era dada como tributo al
emperador Moctezuma, estaba presente en rituales religiosos y se utilizé como
edulcorante de bebidas tradicionales (Crane, 1986). Los Mayas tenian un
amplio conocimiento sobre el cultivo de abejas del género Melipona que tienen
como caracteristica principal no tener aguijon. La miel de estas abejas sirvio
para la preparacion de bebidas como el balché y xtabentin que tenian papeles
ceremoniales.

Actualmente México ocupa un lugar importante en la produccion mundial de
miel; segun reportes de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), México exporta cerca de 26 mil
toneladas de miel al afio teniendo como principales compradores paises como
Inglaterra, Alemania y Estados Unidos que genera ingresos anuales en
promedio de 32.4 millones de délares (Soto-Mucifio et al., 2017). SAGARPA,
indica que en Meéxico existen cinco regiones apicolas que varian en

condiciones como el clima y suelos entre las que se incluyen la regién Norte,



Pacifico, Oriente, Centro, Golfo y Peninsula, siendo esta ultima la de mayor

produccion nacional.

1.2 Composicién de la miel.

La composicion de la miel puede depender de factores como el clima, las
especies florales de las que se extrajo la materia prima, la naturaleza del suelo,
el género de las abejas, asi como el estado fisiolégico de las abejas (Soto-
Mucifio et al., 2017). Sin embargo, la miel es en general una solucion

sobresaturada de azUcares mas agua (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica de la miel. Tomado de Alvarez-Suarez (2017).

Media SD Rango
Constituyentes mayoritarios (%)

Agua 17.90 3.16 13.21-26.50
Fructosa 39.44 2.11 37.07-42.65
Glucosa 28.15 5.74 18.20-32.10
Sacarosa 3.19 3.81 0.36-16.57

Otros azlcares 8.5 - 0.1-16.0

Constituyentes minoritarios (%)

Minerales 0.36 0.18 0.11-0.72

Proteina total 1.13 1.22 0.22-2.93

Acidos (como &cido 0.17-1.17

gluconico)
Vitaminas, enzimas, <0.1
aroma
Compuestos fendlicos 0.1 0.02-0.2

Como se observa en la Tabla 1, la miel tiene una composicion de 70-80%
carbohidratos, cuyos principales componentes son los monosacaridos glucosa
(28%) y fructosa (39%). Ademas de los monosacaridos, contiene disacaridos
como sacarosa, maltosa, isomaltosa, turanosa y gentiobiosa y trisacéridos
maltotriosa, erlosa, isomaltotriosa, y kestosa. El porcentaje de glucosa y
fructosa puede afectar el proceso de cristalizacion de la miel;, se ha
demostrado que mieles con una proporcién mayor de fructosa son liquidas,
mientras que mieles con una mayor proporcion de glucosa son sélidas, esto

se debe a que la glucosa pierde agua convirtiéndose en monohidrato de



glucosa por lo que cristaliza (Assil et al., 1991). La velocidad con la que puede
ocurrir este proceso depende del origen de la miel, asi como el método por el
gue se procesa y maneja (White, 1978). Después de los azlcares el agua es
el segundo compuesto mayoritario en las mieles y su presencia es un
parametro importante para determinar la calidad de la miel, debido a que la
cantidad de agua presente en la miel determina su estabilidad frente a la
fermentacion (Singh & Singh, 2018).

El contenido de proteinas en la miel es de aproximadamente 0.4%. La prolina
es el aminoacido mas abundante, seguido de la lisina, acido glutamico y acido
aspartico (Davies, 1975; Davies & Harris, 1982). Las enzimas también estan
presentes en la miel; tanto los néctares, los fluidos salivales y las secreciones
de las glandulas faringeas de las abejas afiaden a la miel enzimas que tiene
funciones, tal como la invertasas (a-glucosidasa, sacarasa) que se encuentran
en el tracto gastrointestinal de las abejas y su incorporacion a las mieles es
responsable de desdoblar sacarosa en glucosa, la enzima glucosa oxidasa
gue con accion de agua produce peroxido de hidrogeno un componente
esencial para la actividad antimicrobiana de la miel y la amilasa una enzima
encargada de la descomposicién del almidén (Bankar et al., 2009).

Las vitaminas y minerales son componentes minoritarios en la miel. El acido
ascorbico y vitaminas del complejo B como tiamina, riboflavina y niacina son
vitaminas presentes con mucha frecuencia. El contenido mineral puede variar
entre 0.02 a 1%, siendo el potasio el mas abundante el cual excede 10 veces
el contenido de sodio calcio y magnesio (Kumul et al.,, 2015). Los acidos
fendlicos son otros compuestos minoritarios presentes en la miel, siendo los
mas comunes de encontrar acido cafeico, clorogénico, cumarico, galico, y
flavonoides como apigenina, crisina, galangina, kaempferol, luteolina y
quercetina; sustancias que han sido reconocidas como las principales
responsables de la actividad antioxidante de las mieles (Cianciosi et al., 2018)
(Figura 3).
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Figura 3. Estructura de los principales acidos fendlicos y flavonoides presentes
en la miel. Obtenido Cianciosi et al. (2018).

1.3 Actividades biolédgicas de la miel.

Desde la antigiiedad a la miel se le han atribuido diversos efectos nutricionales
y biologicos. Los egipcios, griegos y romanos utilizaban la miel como
edulcorante, ingrediente de bebidas fermentadas, tratamiento de la calvicie,
cicatrizante de heridas, para enfermedades del intestino asi como para
mantener sanos los dientes y las encias (Eteraf-Oskouei & Najafi, 2013). Sin
embargo, una de las propiedades mas importantes atribuidas a la miel es la
actividad antimicrobiana la cual es imputada principalmente a que es una
solucion sobresaturada de azucares, caracteristica que impide el crecimiento
microbiano debido al efecto osmético producido entre las moléculas de agua
y azucar que dejan muy poca agua para el crecimiento de microorganismos,
presenta un pH &cido (3.2 y 4.5), contiene perdxido de hidrégeno que es
producido por la acciéon de la enzima glucosa oxidasa y fitoquimicos que
poseen actividad antimicrobiana (Ahmed et al., 2003).

Se estima que las mieles tienen efecto antimicrobiano en mas de 60 especies
bacterianas entre las que se incluyen Gram-positivas y Gram-negativas. Se ha
descrito su efecto bactericida sobre géneros como Salmonella (Alnagdy et al.,
2005), Shigella (Al-Waili, 2004),y algunas bacterias enteropatégenas como
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Escherechia coli y Vibrio cholerae (Wilkinson & Cavanagh, 2005). Ademas de
la propiedad bactericida, a la miel se le han atribuido propiedades
antioxidantes, antifingicas y antiinflamatorias estas ultimas ya han sido
comprobadas tanto en modelos animales, cultivos celulares y ensayos clinicos
(Almasaudi et al., 2016; Alzahrani et al., 2012; Beretta et al., 2007; Hussein et
al., 2013; Moussa et al., 2012). Las propiedades antiinflamatorias de la miel se
deben principalmente a su contenido fendlico y flavonoides que disminuyen la
accion de actividades proinflamatorias de la ciclooxigenasa-2 (COX2)
mediante la atenuacién de la translocacién del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) al nucleo (Al-
walili, 2004). Ademas se ha comprobado que la miel estimula el aumento de
linfocitos T y B, asi como también se ha confirmado su participacion en la

regulacion de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) (Ahmed et al., 2018).

1.4 Microbiota intestinal.

El tracto gastrointestinal (TG) representa una de las interfaces mas grandes
entre el huésped, los factores ambientales y los antigenos. Esta conformado
por 6rganos y cavidades, lugares en los que habitan una alta diversidad de
microorganismos que varian segun los diferentes microambientes y de las
funciones que tienen en el huésped.

Las funciones del TG son diversas, entre las que destacan su participacion en
la nutricion y como defensa contra patdégenos extrafios debido a que posee
estructuras como sensores, receptores y glandulas que permiten la recepcion
de los estimulos (Guarner, 2007); sin embargo, en la actualidad se ha
informado que tales funciones son dependientes del conjunto de
microorganismos que habitan estos nichos, siendo un complejo ecosistema
microbiano, estrechamente relacionado con la salud del huésped.

El TG humano tiene un area aproximada de 400 m?, y es el 6rgano con mayor
densidad de comunidades microbianas (D’argenio, 2018). Se estima la
presencia de aproximadamente 104 microorganismos, principalmente

bacterias que representan cerca del 90% de la comunidad presente. A este



conjunto de microorganismos se le conoce como microbiota intestinal (Ml) y
mantiene con el huésped una relacion compleja y mutuamente beneficiosa
(Guarner, 2007). Estas comunidades estan involucradas en procesos
biol6gicos basicos requeridos para en el estado saludable del huésped, por lo
gue una desregulacion de la abundancia de microorganismos puede llevar al

desarrollo y la progresion de multiples enfermedades (Wang et al., 2017).

1.5 Composicién de la microbiota intestinal.

Existe una amplia variedad de microorganismos en el TG, que varian debido
a factores como la localizacién anatémica del intestino, la edad, el consumo
de antibi6ticos y la dieta. Se ha demostrado que la concentracidon bacteriana y
el tipo de bacterias cambian drasticamente y va aumentando de manera
descendente en el tubo digestivo, siendo el colon el que mas microorganismos
posee (Figura 4), esto debido a factores como el pH (Duncan et al., 2009) y
el oxigeno, ya que se ha demostrado que la mayoria de las bacterias
encontradas en el colon no pueden crecer a unidades mayores de 5 x 1073
atmosferas de oxigeno (Flint et al., 2012). Otros factores que puede afectar la
abundancia de microorganismos son las enzimas secretadas y la
disponibilidad de los nutrientes (Moszal et al., 2020).

La colonizacion de microorganismos de la Ml se da inicialmente en el liquido
amniético del atero, la placenta, la sangre del cordon umbilical y en las
membranas fetales (Aagaard et al., 2016; Collado et al., 2016; Joon Oh et al.,
2011), sin embargo el modo de nacimiento es otro factor que puede modificar
la MI. La vagina es una regioén rica en Lactobacillus. la cual domina e inhibe el
crecimiento de bacterias patdégenas debido a que genera un ambiente acido y
compite por nutrientes (Huang et al., 2014); por lo anterior, los bebés que
nacen por via vaginal tienen un predominio de estas bacterias. Los nacidos
por cesarea tienen un predominio de bacterias como Streptococcus,
Corynebacterium y Propionibacterium que son derivadas del ambiente

hospitalario y la piel de la madre (Dominguez-Bello et al., 2010).
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Figura 4. Localizaciéon y organizacion espacial de la microbiota intestinal.
Modificado de Clarke et al. (2019). La densidad mas grande de bacterias se encuentra
en el intestino grueso (10''células bacterianas), seguido del yeyuno e ileon
(107células bacterianas), duodeno (103células bacterianas y el estomago (103células
bacterianas, abundancias relacionadas con el pH y la presion de oxigeno (POz).

El consumo de antibioticos es otro factor que puede variar la composicion de
la Ml ya que disminuye la diversidad microbiana y reduce la microbiota
filogenética (Panda et al., 2014), debido a que algunos antibidticos pueden
aumentar la posibilidad de colonizacion de ciertas tipo de bacterias (Schubert
et al., 2015), este efecto puede ser influenciado por el espectro de actividad,
la formulacion, via de administracion y la duracién de la administracién. La Ml
no es constante durante la vida, sino que cambia por factores como la edad,
sin embargo un factor particularmente importante que modifica la composicion
de la Ml es la dieta, la cual se cree explica mas del 50% de estas variaciones

estructurales microbianas en ratones (Leeming et al., 2019). La alimentacién
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en cada individuo es variable, es el resultado de una mezcla de macro y
micronutrientes que tienen efecto sobre la MI, después del primer dia de
consumo (Turnbaugh et al., 2009) y estas alteraciones transitorias ocurren
independientemente del peso corporal y la adiposidad del huésped (Gentile &
Weir, 2018). Los macronutrientes como los carbohidratos modifican la MI. Se
ha demostrado que carbohidratos como la sacarosa y la fructosa de manera
simple y en conjunto con una dieta alta en grasa, causan una rapida
desregulacion de la Ml y una disfuncion metabdlica en el huésped. Una dieta
rica en grasas o alta en grasas y azUcares se asocia con la disminucion en la
abundancia de Bacteroidetes y un aumento en Firmicutes y Proteobacterias
de una manera dependiente de la dosis, independientemente del genotipo
estudiado (rata o raton) y provocan una disminucion de la diversidad
bacteriana (Hildebrandt et al., 2009; Zmora et al., 2019). Ademas de los
macronutrientes principales, carbohidratos, lipidos y proteinas, la composicion
de Ml puede verse influenciada por el contenido de sustancias bioactivas como
los polifenoles en la dieta. Los polifenoles estan presentes principalmente en
las frutas y verduras que son comunes a las dietas cotidianas, alimentos que
se han asociado a una mayor alfa diversidad microbiana que se cree
proporciona mayor variedad de sustratos para la proliferacion de numerosos
taxones (Heiman & Greenway, 2016; Leeming et al., 2019; McDonald et al.,
2018). Ya se ha descrito la accion de estos compuestos bioactivos como los
polifenoles sobre la MI. Se ha demostrado su efecto beneficioso al aumentar
la abundancia de Bifidobacterium y Lactobacillus y elevar la produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC) y la reduccion en las bacterias
patogenas Clostridium perfringens y Clostridium histolyticum (Moszal et al.,
2020).

1.6 Funciones de la microbiota intestinal.
La MI mantiene una relacidén simbiotica con la mucosa intestinal (Jandhyala et
al., 2015) y desempeiia papeles importantes en el funcionamiento del

huésped; incluyendo funciones fisioldgicas, metabdlicas e inmunolégicas
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como la digestiéon de los alimentos, generacion de energia, diferenciaciéon y
maduracion de la mucosa del huésped y su sistema inmune. La MI participa
en la modulacion de la patogénesis, progresion y el tratamiento de diversas
enfermedades que van desde trastornos metabdlicos y enfermedades
neuroldgicas (Kolodziejczyk et al., 2019). La disbiosis o desequilibrio en la Ml
esta altamente correlacionada con afecciones como obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades del intestino, cancer
colorrectal y el crecimiento anormal en diversos 6rganos (Icaza-Chéavez,
2013). En general los estudios de colonizacion intestinal controlada han
logrado identificar tres funciones principales de la MI: funciones metabdlicas,
funciones de proteccidn y funciones troficas. La funcion metabdlica involucra
la participacion en la obtencion de energia, sintesis de vitaminas y algunos
aminoé&cidos. La MI ayuda a la fermentacion de hidratos de carbono no
digeribles que tiene como productos AGCC que pueden ser absorbidos por el
anfitrion. Los AGCC mas abundantes son acetato, propionato y butirato que
tienen efectos locales en el intestino y en los tejidos esplacnicos y periféricos,
gue en conjunto parecen inducir una mejor regulacién metabdlica (Chambers
et al., 2018). El butirato forma la fuente de energia clave para los colonocitos
humanos, el propionato es una fuente de energia para las células epiteliales
y participa en rutas metabdlicas como la gluconeogénesis en la que hay una
conversion del propionato en glucosa, y el acetato es un metabolito que puede
actuar como cofactor esencial para el crecimiento de bacterias, tiene
participaciéon en el metabolismo del colesterol y en la regulacion del apetito
central (Frost et al., 2014; Rowland et al., 2018). En general se puede
mencionar que la mayor funcién en el metabolismo de los AGCC es su papel
en el mantenimiento de la barrera epitelial para mantener la integridad
intestinal y evitar la translocacion de moléculas bacterianas proinflamatorias a
través de la pared intestinal (Chambers et al., 2018).

La Ml ademas de los AGCC produce otros metabolitos a partir de
componentes de la dieta, entre ellos se incluyen indol y poliaminas que pueden

tener propiedades inmunoldégicas (Postler & Ghosh, 2017). En lo que respecta

11



a la sintesis de vitaminas, las bacterias de la Ml son las encargadas de la
produccion de la vitamina C, K, B12, niacina, acido pantoténico y acido folico
gue son cofactores para enzimas del metabolismo de grasas y carbohidratos
(Steinert et al., 2020). Por otro lado, la MI ejerce efectos tréficos sobre el
epitelio intestinal, el cual es responsable de la absorcion de nutrientes y agua,
debido a que favorece el desarrollo de microvellosidades intestinales, ademas
se ha descrito que desempefia un papel fundamental en la maduracion del
sistema inmune innato y adaptativo del huésped (Montalto et al., 2009). En
estudios en animales libres de gérmenes se ha evidenciado que la Ml tiene un
papel importante en la promocion de la estructura y funcion del intestino,
ejemplo de ello son ratones libres de gérmenes colonizados con Bacteroides
theiotaomicron que mostraron que esta bacteria modula la expresion de genes
involucrados en varias funciones intestinales importantes, incluida la absorcion
de nutrientes, la fortificacién de la barrera mucosa y la maduracién intestinal
posnatal (Hooper et al., 2001).

Finalmente, las funciones de proteccion atribuidas a la MI, son las que se
deben a la secrecion de bacteriocinas por las bacterias, que inhiben la
proliferacion de otras bacterias; compiten por nutrientes y participan en la
estimulacién de la produccién de citocinas que resultan en una funcién
protectora. Se ha demostrado que las bacterias Gram-negativas
como Bacteroides, activan las células dendriticas intestinales, lo que induce a
las células plasmaticas en la mucosa intestinal a expresar Inmunoglobulina A
secretora (IgAs), que participa como defensa para la proteccién del epitelio
intestinal de toxinas entéricas y microorganismos patogenos (Jandhyala et al.,
2015).

1.7 Microbiota e inflamacion

La MI participa en la respuesta inmunoldgica. Los cambios en la dieta pueden
alterar el tipo de metabolitos producidos por las bacterias (Cannon, 1921), que
sirven como sefiales que contribuyen a un adecuado funcionamiento de la

barrera epitelial y las células inmunitarias. Estos metabolitos pueden ser

12



producidos por bacterias directamente a partir de componentes dietéticos,
metabolitos producidos por el huésped y modificados bioquimicamente por
bacterias intestinales y los metabolitos que son sintetizados de novo por los
microbios intestinales (Postler & Ghosh, 2017). Cuando se produce un
desequilibrio en la composicion de la microbiota intestinal (disbiosis) al igual
gue los metabolitos producidos o procesadas por ella, hay una alteracién del
sistema inmune del huésped, lo que conlleva a un estado de enfermedad
(Lobionda et al., 2019; Shen et al., 2018; Zhang et al., 2015).

En la actualidad, debido a cambios en los patrones de alimentacion
tradicionales, se ha incrementado la ingesta de alimentos con un alto
contenido energético, endulzados principalmente de azUcares como jarabe de
maiz alto en fructosa y sacarosa los cuales, se postula, promueven menos
saciedad que otros alimentos y pueden inducir una desregulacion metabdlica
e inflamacion en el intestino debido a alteraciones en la microbiota intestinal
(Do et al., 2018). La inflamacion es un proceso que esta controlado por el
sistema inmune, endocrino y nervioso (Cavalcante-Silva et al., 2015). Los
lipopolisacéridos (LPS) son endotoxinas bacterianas que inducen la
inflamacion a través de una cascada de respuestas inflamatorias tras el
reconocimiento del lipido A del LPS por las células inmunes (Salguero et al.,
2019) y pueden promover la expresion de receptores tipo toll 4 (TLR4), que se
han asociado con un aumento en la expresién de la proteina de respuesta
primaria a la diferenciacion mieloide 88 (MyD88) y la actividad de NF-kB que
cumple una funcién clave en la sefalizacion para produccién de citocinas
proinflamatorias (Figura 5) que, a su vez, se han asociado con la progresion

de la resistencia a la insulina, obesidad y otros procesos inflamatorios.
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Figura 5. Cascada de inflamacion mediada por lipopolisacéaridos. El estimulo por
lipopolisacaridos (LPS) activa al receptor tipo toll 4 (TLR4) que conduce a la
transduccién de sefiales, que implica la via clasica IKK-B — NF-kB. Después de la
estimulacion, la respuesta primaria de diferenciacién mieloide 88 (MyD88) se puede
mediar la sefalizacion aguas abajo, incluida la fosforilacion del inhibidor del factor
nuclear kappa-B quinasa subunidad beta (IKK-B). Una vez activado, IKK- fosforila la
proteina IkB, que a su vez libera el complejo NF-kB. Ademas de esta via, la
sefalizaciéon TLR4 también da como resultado la activacion de fosfoinositol 3-quinasa
y (PI3Ky) y las quinasas c-Jun N-terminal (JNK), que en conjunto juegan un papel
fundamental en la relaciéon de inflamacién, obesidad y resistencia a la insulina.
Modificado de Cavalcate-Silva et al. (2015).

La miel es un alimento alto en carbohidratos sin embargo tiene muy bajas
concentraciones de sacarosa Yy posee caracteristicas que le confieren
actividad antiinflamatoria entre los que se incluyen el alto contenido de
compuestos fendlicos los cuales actian suprimiendo las actividades
proinflamatorias de la COX-2 y/o la 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS), el
contenido de polifenoles ademas le confieren actividades antimicrobianas
caracteristica que podrian modular la microbiota ejerciendo un papel protector,

por lo que es interesante estudiar el efecto de mieles sobre la M.
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Il. JUSTIFICACION

El uso de las mieles como edulcorantes se ha reducido debido a la introduccién
de nuevas fuentes, principalmente azucares refinados.

En la actualidad no existen estudios del efecto que tiene el consumo de mieles
sobre la microbiota intestinal, por lo que este estudio tiene la finalidad de
conocer las propiedades de mieles mexicanas y evaluar su efecto en la

microbiota intestinal y los marcadores de inflamacion.

1. HIPOTESIS

El consumo de mieles tendra un efecto benéfico en la composicion de la
microbiota intestinal que repercutird en la disminucién de los marcadores
moleculares asociados a inflamacion debido al consumo de dietas ricas en

azucares.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes mieles naturales sobre la microbiota

intestinal y marcadores de inflamacion en un modelo de ratas Wistar.

4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar la actividad antioxidante, contenido de polifenoles y
flavonoides de las mieles.

Evaluar la actividad antimicrobiana de la miel en diversas cepas
patdgenas (S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis y E. coli)

Evaluar el efecto de las mieles sobre la ingesta de alimento y ganancia
de peso en un modelo animal.

Evaluar el efecto de las mieles sobre la composicion corporal.
Determinar en un modelo animal el efecto de las mieles sobre la
concentracion de los parametros bioquimicos glucosa, insulina,leptina,
triglicéridos y colesterol en las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Evaluar los niveles de leptina, LPS e IgA secretora en suero de ratas
alimentadas con diferentes mieles.

Determinar el gasto energético y el coeficiente respiratorio de los
animales alimentados con diferentes tipos de mieles.

Determinar la abundancia de a nivel de phylum, género y especie de
bacterias del microbiota intestinal después del tratamiento con
diferentes tipos de mieles.

Determinar la expresion marcadores de inflamacion en animales

alimentados con diferentes tipos de mieles en ileon.

10. Determinar el efecto de las mieles sobre la produccién de acidos grasos

de cadena corta en heces.
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V. METODOLOGIA

5.1 Reactivos

Los reactivos 2,2'-Azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH), 4cido
galico, carbonato de sodio y cloruro de aluminio (AICI3), quercetina, albumina
de suero bovino (ASB) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA).
El reactivo Folin-Ciocalteu y las membranas de polivinilideno se adquirieron de
Merck Millipore (Burlington, MA, EUA). Los anticuerpos contra TLR4 (SC-
293072), NF-kB (SC-372), actina (sc-1615) se adquirieron de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Dallas, TX, EUA). EIl anticuerpo p-NF-kp (ab86299) se
adquirié de Abcam (Cambridge, MA, EUA).

5.2 Edulcorantes.
Se adquirieron sacarosa y jarabe de maiz alto en fructosa comerciales. Las
muestras de mieles naturales fueron obtenidas de diferentes regiones de

México, las cuales se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Nombres cientificos de las abejas y regién de produccion de las mieles.

Especie Estado
Miel Mantequilla Apis mellifera Estado de México
(M-Mtq)
Miel Melipona Melipona beechie Yucatan
(M-Mel)

5.3 Actividad antioxidante

Se determin6 usando el método de Capacidad de Absorbancia de Radicales
Libres de Oxigeno (ORAC), que se evalud en el espectrofluorbmetro Biotek
Synergy HT (Biotek, Winooski, VA, EUA). Para ello, se colocé 1 g de miel en
10 mL de agua desionizada. Se adicionaron 25 pL de la muestra diluida de
mieles a la mezcla de reaccion, la cual contenia 150 ul de fluoresceina (40 nM)

y 25 pl de AAPH (150 mM), se leyd la cinética durante 90 min en el
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espectrofluorometro a longitudes de excitacion 485 nm y de emision de 520

nm. Los datos se expresaron como equivalentes trolox /g de miel.

5.4 Contenido de polifenoles.

Para ello, se utilizé una solucion de reactivo Folin-Ciocalteu 1 N, carbonato de
sodio 8% m/v y acido galico a 200 ppm para construir la curva de calibracion
en un rango de concentracion de 0.5 a 200 ppm. Se colocaron de manera
independiente 50 ul de cada las diluciones de las mieles, 50 ul del reactivo
Folin-Ciocalteu y 100 yl de carbonato de sodio al 8%. Se incubd la mezcla
durante 60 minutos y se realiz0 la lectura de la absorbancia a 760 nm. Los

datos se expresaron como mg de acido galico/g de miel.

5.5 Contenido de flavonoides.

Para la cuantificacion de flavonoides se utilizd6 una curva de calibracion de
guercetina en un rango de 0.4 a 25 ppm. Las muestras de miel se diluyeron en
agua para tener concentraciones de 1 g/ml, se colocaron 100 pl de la sustancia
prueba o estandares y 100 pl de una solucién etandlica de AICl3 al 2%,
posteriormente se incubd en obscuridad y a temperatura ambiente durante 15
minutos y se ley6 a 490 nm. Los resultados se presentaron como mg

guercetina/g de muestra (Kumazawa et al., 2004).

5.6 Analisis bromatolégico.

La determinacion de humedad, cenizas, grasa, proteina, fibra dietética,
carbohidratos digeribles y contenido energético de las mieles utilizadas se
determind a partir de los métodos de la Asociacion de Quimicos Agricolas
Oficiales (Association of Official Agricultural Chemists por sus siglas en inglés
0 AOAC) en el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de

Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).
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5.7 Grados Brix.

Los grados Brix se determinaron de acuerdo a la metodologia descrita en la
NMX-103-NORMEX-2009 "Determinacion de grados Brix en alimentos y
bebidas" en el departamento de Tecnologia de Alimentos del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

5.8 Actividad antimicrobiana de la miel.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las mieles, se utilizé S. aureus, P.
aeruginosa, E. faecalis y E. coli obtenidas del laboratorio de Infectologia del
INCMNSZ. Las muestras de miel se disolvieron en medio Mueller-Hinton a
diferentes porcentajes (10%, 20% y 50%). Se colocaron en cada una de las
placas 100 uyl de muestra de cada una de las cepas bacterianas a 0.5 de
McFarland. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas y se procedio a
realizar el conteo. La actividad antibacteriana se expres6 como el numero de
unidades formadoras de colonia en porcentaje (%) de miel. Todas las pruebas

se llevaron a cabo por triplicado.

5.9 Modelo experimental.

Se utilizaron ratas Wistar macho proporcionadas por el bioterio del INCMNSZ.
Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura
(22+2°C), bajo ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad, en
cajas individuales. Para la realizacion del experimento, las ratas se dividieron
aleatoriamente en cinco grupos alimentados con dieta control de
mantenimiento basada en las recomendaciones del Instituto Americano de la
Nutricion (Reeves et al., 1993) (Tabla 3) y 10 grados Brix (sélidos disueltos en
un liquido) de sacarosa (S), jarabe de maiz alto en fructosa (JMAF), miel
mantequilla (M-Mtq), y miel Melipona (M-Mel), disueltos en la bebida, con el fin
de obtener el mismo contenido de azucares comparados con la sacarosa que
ya se ha reportado puede repercutir negativamente en la salud (Rosas-Villegas
et al.,, 2017). Los tratamientos se compararon con el grupo control (C) que
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consumio, agua en la bebida durante todo el desarrollo experimental de 18

semanas (Figura 6).

Tabla 3. Composicién de la dieta AIN-93M, segun las recomendaciones de la
Asociacion Americana de Nutricién pararoedores.

Ingredientes g/Kg
Caseina 140
L-Cistina 1.8
Almidén 465.692
Maltodextrina 155
Sacarosa 100
Aceite de Soya 40
Celulosa 50
Mezcla de Minerales 35
Mezcla de Vitaminas 10
Coalina 2.5
TBHQ 0.013

Tabla 4. Grados Brix. Grados Brix y gramos utilizados en cada una de las muestras
por L de liquido.

S JMAF  M-Mtqg M-Mel
Grados Brix 100 75 85 75
Gramos utilizados para completar  100g/L =~ 125¢g/L  115¢g/L 125 g/L

10 Brix

Figura 6. Disefio experimental.

Jarabe de Maiz
(JMAF)
10° Brix
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5.10 Determinacién ganancia de peso y consumo de alimento.

Se llevé un registro del crecimiento de las ratas a través de la ganancia de
peso y consumo de alimento para obtener un promedio de cambio de peso y
la ingesta calorica promedio. Para determinar la ingesta se midio el consumo
de alimento y volumen de agua. Los datos se reajustaron a calorias
considerando que un gramo de carbohidratos proporciona 4 Kcal, la proteina
4 Kcal y los lipidos 9 Kcal.

5.11 Composicion corporal por resonancia magnética nuclear.

La composicién corporal de las ratas se evalué en intervalos de 15 dias
utilizando un equipo de resonancia magnética (EchoMRI, Echo Medical
Systems, Houston, TX, EUA). Los animales se colocaron en un tubo de acceso
adecuado de la rata sin ocasionarle ninguna molestia, el cual se introduce al
equipo de resonancia magnética nuclear. El equipo emite una radiofrecuencia
a cierta longitud y el software del equipo registra el espectro de cada rata por
47 segundos. Los datos obtenidos se expresaron cOmo porcentaje (%) masa
magra, y porcentaje (%) masa grasa, calculados con respecto al peso total del

animal.

5.12 Curva de tolerancia a la glucosa.

La curva de tolerancia a la glucosa fue realizada a las ratas en el estudio
después de un ayuno de 10 horas. El procedimiento consistié realizar una
puncién en la cola para obtener sangre y medir la glucosa basal (tiempo 0) con
ayuda del glucometro FreeStyle Optium. Posteriormente se administré una
dosis de 2 g/kg de glucosa via intraperitonial, y se midieron las
concentraciones de glucosa sanguinea a partir de sangre obtenida a través de
una puncion en la cola, en los minutos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Los
resultados obtenidos se graficaron para obtener el area bajo la curva de cada

tratamiento.
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5.13 Gasto energético por calorimetria indirecta.

Para determinar el consumo de oxigeno y coeficiente respiratorio, se procedio
a la realizacion de una calorimetria indirecta, a través de un sistema de
monitoreo de animales de Laboratorio Oxymax (CLAMS, Columbus
Instruments, Columbus, OH, EUA). Las ratas se colocaron en cajas
individuales por un periodo de 12 horas de luz, cuando que estuvieron en
ayuno y 12 horas de oscuridad, periodo en el cual se les coloco la comida. Al
final del experimento se obtuvieron los valores del volumen de oxigeno (VO2)
y volumen de CO:2 (VCO3), con los cuales se puede obtener el coeficiente de
intercambio respiratorio (RER) que indica el sustrato que se esta utilizando
(Tabla 5).

Co, .
RER = producido

0, consumido

» Carbohidratos (glucosa)

RER = 6CO2/ 602 = 1.00
» Lipidos (acido palmitico)

RER =16CO2/ 2302 =0.70

Tabla 5. Tipo de sustrato utilizado segun la relacion VCO2/VO2

>1 Sobrealimentacion y lipolisis

1 Utilizacién neta de carbohidratos

0.7 Utilizacion neta de lipidos

<0.7 Subalimentacion y cetogénesis

0.8-0.9 Utilizacion mixta de sustratos (lo
ideal)
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5.14 Parametros bioquimicos
Se determinaron glucosa, colesterol, triglicéridos, LDL a partir del suero
mediante el analizador COBAS C111 de Roche™.

5.15 Determinacion de insulina, leptina, IgAs y lipopolisacaridos en
suero.

Los LPS (Cloud-Clone Corp, Houston, TX, USA), IgAs (MyBioSource,San
Diego, CA, USA), leptina (Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA) e insulina
(Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA) se midieron utilizando kits comerciales
de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) siguiendo el

protocolo del fabricante.

5.16 Anélisis del gen 16S ribosomal por secuenciacion utilizando la
plataforma de Miseq lllumina.

Para el andlisis de la microbiota se recolectaron heces frescas de las ratas al
final del estudio. Se guardaron en 1 ml de RNAlater® (QIAGEN, Hilden,
Alemania) y almacené a -80°C hasta su andlisis. Se purificd el acido
desoxirribonucleico (DNA) de la muestra de heces con un kit comercial para la
extraccion de DNA QlAamp Mini Stool Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) La
absorbancia del DNA obtenido se midi6 mediante un espectofotometro
(NanoDrop) y la pureza del DNA, se cuantificé con el fluorometro Qubit y se
verifico la integridad mediante electroforesis capilar con la plataforma QIlAxcel
(QIAGEN, Hilden, Alemania).

Para el andlisis del gen 16S acido ribonucleico ribosomal (rRNA) se amplifico
la region V3-V4 (aproximadamente 490 bp) a través de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), usando los siguientes primers: Forward
(5TCGTCGGCAGCCTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCW

GCAG3) y Reverse (5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
GACTACHVGGGTATCTAATCC3)).

Posteriormente se procedio a la limpieza de los productos de PCR con perlas
Ampure XP (Beckman, Brea, CA, USA) y su respectiva verificacion del
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producto de aproximadamente 550 pb por electroforesis capilar. Se realizé el
indexado del producto de PCR mediante el kit Nextera XT v2 y se realizo
limpieza del producto de PCR con perlas magnéticas. Una vez obtenidas las
librerias se cuantificaron por un método flurométrico (Qubit v3.0) y se verificd
el peso molecular mediante electroforesis capilar. Posteriormente se realizo
una mezcla equimolar de todas las librerias y el pool fue secuenciado en la
plataforma MiSeq de lllumina. Las secuencias se analizaron utilizando la
tuberia QIIME 1.9 (Caporaso et al., 2010). Fueron filtradas las secuencias de
baja calidad (<200 bp 0 >620 bp), secuencias con calidad <30 y las secuencias
de bases ambiguas >0. Se realizo la busqueda de Quimeras con Gold.fa. Las
secuencias se agruparon en diferentes OTU, utilizando un limite de 97% de
identidad de secuencia de nucleétidos. La afiliacion taxonomica de cada OTU
se determind utilizando la base de datos GreenGenes v.13.9.

Se evaluaron medidas de alfa diversidad Chao, Simpson y Shannon. El
analisis de coordenadas principales (PCA) de las distancias Unifrac weighted
(cuantitativo) and unweighted (cualitativo), fueron utilizadas para comparar los

diferentes tratamientos.

5.17 Western Blot.

Para la determinacion de la abundancia de proteinas involucradas en los
procesos inflamatorios se procedid a la extraccion de proteina usando
aproximadamente 50 mg de tejido (ileon) y amortiguador de lisis de
radioinmunoprecipitacion (RIPA). Se realizé el homogenizado con ayuda del
equipo Tissue Lyser, se incubaron por 40 minutos en refrigeracion y en un
homogenizador rotatorio, después se centrifug6 a 14000 rpm (radio del rotor =
10 cm) por 20 min y separo el sobrenadante que fue almacenado a -80°C hasta
su andlisis.

Se usaron 30 pg del extracto proteico obtenido, el cual se separd por
electroforesis en un gel de poliacrilamida durante 30 min a 75 V y 120 minutos
a 100 V. Posteriormente fueron transferidos por electrotransferencia humeda

a 100 V por 80 minutos a una membrana de polivinilo. Las membranas se
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bloquearon con ASB al 3% en solucion salina amortiguada con Tris (TBS)-
Tween 0.1% durante 1 hora. Se incubaron con los respectivos anticuerpos
primarios durante toda la noche a 4°C (TLR4 1:1,000, NF-kB 1:1,000, p-NF-k
1:10,000), posteriormente se lavo con TBS-Tween al 0.1% y se incubo durante
90 minutos con el respectivo anticuerpo secundario. Se realizaron tres lavados
de 10 minutos y se procedi6 al revelado mediante quimioluminiscencia. Se usé

actina como proteina estructural para normalizar los datos.

5.18 Anadlisis histologico.

Para la determinacion de la morfologia de los tejidos se procedié a la fijacion
de estos en formalina al 10%. Los tejidos se deshidrataron con diversos
porcentajes de alcohol que aumentaron de manera ascendente de 50% a
100% de alcohol. Enseguida se procedido al aclaramiento a través de
concentraciones de xiloles de manera descendiente hasta llegar a la inclusién
con parafina.

Los tejidos fueron incluidos en bloques de parafina para posteriormente
obtener secciones de los tejidos de cuatro micras. Las laminillas se sometieron
a la tincidbn hematoxilina-eosina. La hematoxilina es un colorante basico que
tifie las estructuras acidas en color azul o purpura, mientras que la eosina, que
es un colorante &cido, tifie las estructuras basicas de color rosa.

Las laminillas se montaron para su visualizacion en el microscopio Leica (Leica
DM750 Wetzlar, Alemania) con aumento 20X. Para el analisis del tamafo de
los adipocitos se utilizo el software de analisis de Image J-Adiposoft (Image J,
1.14 version, NIH, Bethesda, MD, EUA).

5.19 Contenido de acidos grasos de cadena corta en heces.

La cuantificacion de acidos grasos de cadena corta se evalud a través de la
técnica de cromatografia de gases. La metodologia consistio en la suspension
de cada miligramo de muestra en 5 yl de agua acidificada. La muestra se

homogenizo y se centrifugd para obtener el sobrenadante que se inyecto en el
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cromatoégrafo de gases, el acido 2-etilbutirico (1 mM) se afiadié como estandar

al sobrenadante.

5.20 Analisis estadistico.

Los resultados se expresan en mediaterror estdndar de la media (EEM). Los
datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via,
seguida de la prueba de comparaciones multiples Tukey. La correlacion entre
dos variables se evalué mediante una prueba de Pearson empleando el
software GraphPad Prisma 8 (San Diego, CA, EUA). Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. a<b<c. (*p <0.05, **p <0.01,
***p <0.001, ****p <0.0001).
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VI. RESULTADOS

6.1 Actividad antioxidante, contenido de polifenoles, flavonoides y
analisis bromatolégico

La miel es una sustancia con caracteristicas distintivas, que puede apreciarse
de manera visual (Figura 7A) y quimica con respecto a otros edulcorantes
Posee fitoquimicos que le pueden conferir cualidades benéficas con respecto
a otros edulcorantes.

En el presente trabajo se evalu6 de la actividad antioxidante, contenido de
polifenoles y flavonoides en muestras de agua (C), sacarosa (S), jarabe de
maiz alto en fructosa (JMAF), miel Mantequilla (M-Mtq) y miel Melipona (M-
Mel). La prueba de actividad antioxidante por el método ORAC revel6 que las
muestras de mieles naturales (M-Mtg y M-Mel) presentan las actividades
antioxidantes mas altas, 383.9+17.82 y 461+13.76 Equivalentes Trolox/g de
muestra respectivamente, con respecto a las muestras de JMAF y S que
presentaron una actividad antioxidante de 60.17+3.01 y 60.06+1.32,
respectivamente. En lo que respecta al agua, esta no presento actividad
antioxidante (Figura 7B).

Dado que la actividad antioxidante de la miel puede deberse al contenido de
polifenoles y flavonoides, se evalué su contenido en las muestras. Los
resultaron arrojaron que, como era de esperarse, las muestras de mieles
presentaron concentraciones de estos compuestos significativamente
mayores que las muestras de S y JMAF (p<0.0001). El contenido de
polifenoles en las muestras M-Mtq (208.4+6.58 mg. acido galico/ g muestra)
fue 79 veces mayor que las concentraciones en S (2.61+0.27 mg. acido
galico/g muestra) y 12 veces mayor que en la muestra de JMAF (16.65+0.73
mg. acido galico/g muestra), por su parte la muestra de M-Mel (192.9+4.47 mg.
acido galico/g muestra) presenté una concentracion de polifenoles 72 veces
mayor con respecto al grupo Sy 11 veces con respecto al IMAF (Figura 7C).
En lo que respecta al contenido de flavonoides, las muestras de M-Mtq
presentaron una concentracién de 35.11+0.80 y M-Mel 25.03+ 0.79 mg de
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guercetina/g muestra. En las muestras S y JMAF no se identific6 este

compuesto (Figura 7D).
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Figura 7. Actividad antioxidante, contenido de polifenoles y flavonoides en las
muestras de estudio. (A) Edulcorantes, (B) Contenido de polifenoles, (C) Contenido
de flavonoides y (D) Actividad antioxidante de agua (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz
alto en fructosa (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel). Los
resultados se expresan como media+EEM (n=3). a<b<c<d.

Se determiné el contenido de carbohidratos digeribles, proteina, acidos
grasos, fibra dietética y el contenido energético de los edulcorantes utlizados
en el estudio (Tabla 6). Los analisis revelaron que las mieles estan en un rango
de humedad de 12-22%, poseen altas concentraciones de azucares digeribles
que representan el mayor porcentaje de la masa de la miel, siendo el
porcentaje de carbohidratos digeribles mayor en M-Mtq (87%), con respecto a
M-Mel (77%) sin embargo, como era de esperarse poseen un porcentaje bajo
de proteinas y grasa. En lo que respecta al contenido energético M-Mtq aporta
352 kcal por 100 gramos de miel, mientras que la M-Mel 311kcal, de manera
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muy interesante, el JIMAF presenta una concentracién de carbohidratos de 75

g cercana a la presentada en M-Mel. La presencia de proteinas y grasas no

fue detectada.

Tabla 6. Analisis de la composicién de los edulcorantes utilizados, en 100 g de

muestra.

S JMAF M-Mtq M-Mel
Humedad ND 25 11.78 22.11

Cenizas ND ND ND ND

Grasa ND ND ND ND
Proteina ND ND 1.14 0.91

Fibra dietética ND ND ND ND
Carbohidratos 100 75 87.08 76.98

digeribles
Contenido energético 400 kcal 300 Kcal 352 Kcal 311 Kcal

*Control (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-
Mel).ND (No Detectado).

6.2 Actividad antimicrobiana de la miel

Se ha demostrado que la miel posee actividad antimicrobiana sobre diversas
cepas patégenas, por lo que se decidié determinar si las mieles en estudio
poseian actividad antimicrobiana sobre S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis y
E. coli, para ello, se utilizaron diversas concentraciones de las mieles en medio
Eosina azul de metileno (EMB) las cuales fueron incubadas por 24 horas a
37°C. Los resultados expusieron que las mieles inhibieron el crecimiento de
las bacterias, sin embargo, el porcentaje en la que inhiben es diferente
dependiendo el tipo de miel. La miel M-Mtq tiene un potencial antimicrobiano
total cuando se aplica al cultivo a una concentracion de 10% en E.coliy S.
aureus, 20% para P. aeruginosa y E. faecalis, mientras que la miel M-Mel
posee este efecto en P. aeruginosa al 20% y S. aureus al 50%,

respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Efecto de diferentes concentraciones de miel sobre diversas cepas
patdgenas.

Miel mantequilla (M-Mtq)

Microorganismo Control 10% 20% 50%
E. coli 7.64x108 0 0 0
P. aeruginosa 5.54x108 4.15x108 0 0
E. faecalis 3.85x108 3.39x108 0 0
S. aureus 1.03x108 0 0 0
Miel Melipona (M-Mel)
Control 10% 20% 50%
E. coli 4.61x108 1.37x10° 3.5 x10° 1.5 x10t
P. aeruginosa 8.49 x108 5.18 x108 0 0
E. faecalis 2.74 x108 6.48 x108 6.0 x108 2.1 x10?
S. aureus 1.22 x10° 7.65 x10? 2.5 x10? 0

6.3 Curva de crecimiento y composicion corporal

Después de 18 semanas de tratamiento se encontré que los grupos que
consumieron mieles presentaron pesos similares al grupo C, sin embargo, las
ratas alimentadas con JMAF y S ganaron més peso (Figura 8A). Al final del
estudio, las ratas que consumieron M-Mtg o M-Mel no tuvieron una diferencia
significativa en el aumento de peso corporal, mientras que las alimentadas con
S o JMAF ganaron un 32% y un 20% mas de peso corporal en comparacion
con el grupo C (P <0,05) (Figura 8B). Con el fin de evaluar si los cambios se
debian a la ingesta de alimento, a lo largo de tratamiento se midi6 la ingesta
de comida y el consumo de agua para obtener la ingesta calérica promedio. El
consumo caldrico promedio al final del ensayo no presentd diferencias

significativas entre los grupos C, S, JMAF, M M-Mtq y M-Mel (Figura 8C).

30



5600 -
5 g 5
(o] = a
3 2 500 'S_E' &
& 2 =2° b b
S & ®e .
< ° b L 00 °
(%) [
c Sa00] oo .
g o e . oF-
© g (¢} ) :
o ©
o
300
0 30 60 90 120 150 © 2 & W
. - § & «
Tiempo (dias) N\
C 5120
i
s
£ 90
©
8
S 60
=
(]
©
% 30
[
(=]
£
0 O o X >
O
R R\
& 3

Figura 8. Gananciade peso e ingesta calérica en los diferentes tratamientos. (A)
Cambios en el peso corporal durante los dias de tratamiento, (B) Ganancia de peso
promedio final, (C) Ingesta cal6rica promedio final. Control (C), Sacarosa (S), Jarabe
de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel). Los resultados se
presentan como mediatEEM (n= 5-8). a<b<c

Después de las semanas de consumo de los edulcorantes, el porcentaje de
masa de grasa promedio del grupo S y IMAF fue +79% respectivamente mas
alto que el grupo C de manera significativa (p=<0.0001), sin embargo, los
grupos tratados con mieles presentaron un aumento de 35% (p=<0.0001) y
25% (p=<0.05) para los tratamientos de M-Mtq y M-Mlp respectivamente
(Figura 9A-B). Para determinar si el consumo de mieles podria tener efectos
sobre la pérdida de masa magra, se determiné su porcentaje en los grupos de
tratamiento. La comparacién del porcentaje (%) de masa magra revel6 que los
grupos alimentados con S y JMAF (-13%) perdieron mas masa magra que las
ratas alimentadas con mieles que fue de aproximadamente -6% (Figura 9C-
D).
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Figura 9. Composicion corporal en los diferentes tratamientos. (A) % masa grasa
a través de los dias de tratamiento, (B) % masa grasa final, (C) % masa magra a
través de los dias de tratamiento, (D) % masa magra final. Control (C), Sacarosa (S),
Jarabe de maiz (JMAF), miel Mantequilla (M-Mtq) y miel Melipona (M-Mel). Los
resultados se presentan como mediazEEM (n= 5-8). a<b<c.

6.4 Morfologia y tamafio del tejido adiposo.

El aumento de adiposidad y cambios morfolégicos se detecté usando tincion
hematoxilina-eosina. Como se observa en la Figura 10, las ratas alimentadas
con S y JMAF exhibieron un incremento de grasa severo en comparacion con
los demas tratamientos, aumentando 1.8 veces el tamafio de los adipocitos
con respecto al grupo C (p<0.0001), seguido de JMAF con 1.7 veces de
incremento (p<0.0001). El tratamiento M-Mtq exhibié un incremento mas leve
gque no presentd diferencias, mientras que el grupo M-Mel disminuy6 su

tamafo de manera no significativa con respecto al control.
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Figura 10. Andlisis histomorfoldgico de los adipocitos. Imagenes representativas
de los cambios histomorfolégico presentados después del consumo de los
tratamientos. Control (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-
Mtq) y Miel Melipona (M-Mel). Los resultados se expresan como media+EEM. a<b<c.

6.5 Efecto de las mieles sobre la tolerancia a la glucosa.
En la Figura 11 se puede observar que las concentraciones iniciales de

glucosa, fueron similares entre los tratamientos con aproximadamente 100
mg/dL, sin embargo, las concentraciones de glucosa fueron significativamente
diferentes después de los 15 minutos de haber sido administrada la glucosa,

fendmeno que se conservo hasta el minuto 120 de la curva.
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El analisis del area bajo la curva (ABC) de todos los tiempos de CTG, revel6
gue como era de esperarse las mieles presentaron ABC similares al grupo
control, mientras que los alimentados con S y JMAF presentaron un aumento
del ABC significativo de 69% (p=0.0001) y 88% (p=0.0001) respectivamente.
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Figura 11. Curva de tolerancia a la glucosa. (A) Curva de tolerancia a la glucosa
después del consumo de diferentes edulcorantes, (B) Area bajo la curva de glucosa.
Control (C), Sacarosa (S), jarabe de maiz alto en fructosa (JMAF), miel mantequilla
(M-Mtq) y miel Melipona (M-Mel). Los resultados se expresan como mediat+EEM, n=
5-7. (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ***p <0.0001). a<b.

6.6 Parametros bioquimicos.

Dados los resultados en la curva de tolerancia a la glucosa y el aumento en la
adiposidad era de esperarse que existiera una modificacion en los parametros
bioquimicos, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas en las
concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total y LDL (Tabla 8). Las
concentraciones de leptina e insulina también se determinaron. Las ratas
alimentadas con S y JMAF presentaron un aumento de 2.5 y 1.5 veces las
concentraciones de leptina de manera significativa con respecto al control
(p=<0.0001 y p=<0.005 respectivamente). En lo que respecta a la insulina, las
ratas que consumieron M-Mtq o M-Mel mostraron niveles séricos de insulina
similares a los del grupo C, mientras que las alimentadas con S o JMAF tenian
1,4 (p=<0.0001) y 0,9 veces(p=<0.05) mas insulina sérica en comparacion con

el grupo C de manera significativa.
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Tabla 8. Parametros bioquimicos en suero, al final de los tratamientos.

C S JMAF M-Mtq M-Mel
Glucosa (mg/ml)  135.3+1.40 138.7+2.67 129.8+2.34 132.942.78 131.5+2.71
Triglicéridos
104.4+14.6 125.4+10.97 104.7+16.18 80.7+12.16 90.46+7.81
(mg/ml)
Colesterol total
63.05+7.05 57.64+3.55  44.93+3.40 54.04+3.46 56.51+5.42
(mg/ml)
Colesterol LDL
12.69+2.36  10.47+1.04 10.27+1.85 11.13#1.94 11.04+1.88
(mg/ml)
Leptina (ng/ml) 1.98+0.39®  6.80+0.612 5.40+0.55%  2.70+0.24°> 2.65+0.39°
Insulina (ng/ml) ~ 1.55+0.25°  3.83+0.40%  2.91+0.23% 1.71+0.09° 1.88+0.192"

*Control (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).

Los resultados se expresan como mediat+EEM. a<b.

6.7 Gasto energético y coeficiente respiratorio.

Para determinar el efecto que tuvieron las mieles sobre el gasto energético y
el uso de sustrato, se realizé calorimetria indirecta. En la Figura 12 se puede
observar los valores de recambio respiratorio (RER) en la etapa de ayuno y
postprandio (sombreado gris). Los resultados muestran que los tratamientos
tienen un RER cercano a 0.7 en el ayuno lo que significa que todos los grupos
estan utilizando como sustrato lipidos, mientras que en el postprandio todos
los grupos tienen un RER cercano a entre 0.9 y 1 por lo que el sustrato de
consumo fue la glucosa o una utilizacibn mixta de sustratos que es
considerado lo ideal, lo que significa que las ratas fueron capaces de realizar
el cambio de lipidos a carbohidratos.

El volumen de oxigeno (VO2z consumido a lo largo del dia de las ratas
alimentadas con mieles son los mas altos lo que indica un mayor gasto
energético, mientras que los grupos S y JMAF presentan los menores
volimenes de oxigeno. Este fendmeno también se repitio en la etapa de ayuno
y postprandio (Figura 13). Los resultados anteriores sugieren al gasto
energético como uno de los causantes de las diferencias presentadas en la
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composicién corporal, que no pudieron ser explicadas por la ingesta de

alimento.
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Figura 12. Coeficiente respiratorio A) RER a través de las 22 horas B) RER ayuno
C) RER postpandrio. Control(C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz alto en fructosa
(JMAF), miel mantequilla (M-Mtg) y Miel Melipona (M-Mel). Los resultados se

expresan como media+EEM (n=4-6).

36



A eC oS oJMAF eoM-Mtq ©M-Mel B

2500 25000
2000 g 20000
= =2
D £ 15000
= 1500, E
E ; <~ 10000
&' 1000¢ .2}
> 5000

500

0 5 10 15 20 25
Horas

C 1500 o 2000
o S
< &
= < a,b a
> o 1 ! b
< 1000 71500 c c
£ 2
[ —_
= < 1000
£ 2
> 500 g
o £ 500
g
0 0
< =) “yg &o. éso\ < 3 é?? \&o. >
R S R R

Figura 13. Volumen de oxigeno. A) Volumen de oxigeno 22 horas, B) Volumen de
oxigeno total, C) Volumen de oxigeno ayuno, D) Volumen de oxigeno postpandrio.
Control(C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel
Melipona (M-Mel). Los resultados se expresan como media+EEM (n= 4-6). a<b<c.

6.8 Efecto de las mieles sobre las concentraciones de LPS e IgAs.

Altas concentraciones de lipopolisacaridos se han asociado con una
inflamacién de bajo grado o endotoxemia metabdlica (P. Cani & Delzenne,
2009), por lo anterior se determind su concentracion en suero. En la Figura
14A se muestran las concentraciones de LPS en suero y se puede observar
gue aumentaron significativamente en S y JIMAF (p=<0.0001), en relacion con
el grupo control y las mieles; esto sugiere que las mieles ejercen un efecto
protector contra la endotoxemia metabdlica que puede estar regulando la MI.
La IgA secretora es una inmunoglobulina que se ha relacionado con el efecto
inhibitorio de LPS, por lo que alimentos que promuevan la produccion de esta

inmunoglobulina son una alternativa de consumo comparado con la sacarosa
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Los resultados de la Figura 14B, muestran que M-Mtq presenta
concentraciones similares de IgAs que el control, interesantemente, las ratas
tratadas con M-Mel aumentaron las concentraciones de IgAs en suero 60% de
manera significativa (p=<0.0001). Los tratamientos S (-54%, p=<0.0001) y
JMHF (-85%, p=<0.0001) presentaron disminucién en las concentraciones de
esta inmunoglobulina. De manera interesante, se encontré una correlacion
significativa entre las concentraciones de LPS e IgA secretora (p=<0.0001)
(Figura 14 C).
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Figura 14. Concentracion de LPS e IgA secretora en suero. (A) LPS, (B) IgA
secretora, (C) Correlacion IgAs vs LPS. Control (C), sacarosa (S), jarabe de
maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel). Los
resultados se expresan en media+EEM, n=5-8. a<b<c<d.
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6.9 Modulacion de la microbiota intestinal por los diferentes tratamientos.

Los cambios observados tanto en LPS como en la IgAs indicaban que
probablemente los tratamientos modifican la microbiota de manera diferente.
Por lo tanto, se analizo el gen 16S ribosomal en el DNA de las heces de los
animales que consumieron los diferentes edulcorantes. Se obtuvieron un total
de 726,811 secuencias (18,636+4613 por muestra). El analisis de la alfa
diversidad revel6 diferencias entre los grupos de tratamiento (Tabla 9), siendo
las ratas alimentadas con sacarosa las que mayor alfa diversidad (riqueza
biolégica) poseen de acuerdo a los indices de Shannon, Chao y Simpson, sin
embargo, todos los tratamientos poseen alfa diversidad alta. En lo que
respecta a la beta diversidad (magnitud de cambio), el analisis de
componentes principales reveld una separacion entre los grupos alimentados
con mieles y los tratamientos JMAF y S (Figura 15).

Tabla 9. Alfa diversidad.

C S JMAF M-Mtq M-Mel
Chao 211.03+4.33>  226.33+3.652 212.75+5.55b 213.23+6.17" 214.89+3.88"
Simpson 0.96+0.004¢ | 0.98+0.00042 @ 0.97+0.0012  0.97+0.001°¢ 0.97+0.005P
OTUS 208.33£2.16¢  223.2+2.252 205+5.25¢ 211.87+5.51¢b | 213+2.50¢P
observadas
Shannon 6.24+0.07° 6.68+£0.012 6.35+0.07" 6.20+0.02° 6.37+0.27b

*Control (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).
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Figura 15. Beta diversidad. (A) Andlisis de coordenadas principales unweighted; (B)

weighted. Control (C), Sacarosa (S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-
Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).
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En lo que respecta a la microbiota, a nivel de phyla (Figura 16), Bacteroides,
Firmicutes y Verrucomicrobia son las mas abundantes. El grupo M-Mel
presento una abundancia de Firmicutes del 70%, M-Mtqg 40% y el grupo control
del 50%; mientras que los grupos S y JMAF del 53%; siendo la abundancia de
M-Mel significativamente mayor que todos los tratamientos (p=<0.05). Para el
phylum Bacteroidetes las abundancias mas altas se presentaron en el grupo
M-Mtq (44%), seguido de S y JMAF (35%), C (31%) y M-Mel (18%), siendo

este Ultimo menor que las abundancias de los demas tratamientos.

El analisis a nivel de género (Figural?) revel6 que las muestras de mieles
presentan un aumento del género Coprococcus y disminuyeron en los grupos
S y JMAF con respecto al control. Mientras que las ratas alimentadas con Sy
JMAF aumentaron la abundancia de Alistipes y SMB53. En este estudio,
Ruminococcus flavefaciens, Defluvitalea sacharophila, Blautia producta,
Allistipes massillensis, y Bacteroides acidifaciens, son las principales especies
cambiantes y las abundancias relativas de estas especies se alteraron
significativamente (Figura 18, 19). Siendo la especie Defluvitalea sacharophila
la que presenta mayor abundancia en las ratas que consumieron las mieles y
de menor abundancia en las que consumieron S o JMAF. En lo que respecta
al analisis discriminante lineal (LDA), nuevamente comprobd a Defluvitalea
sacharophila como una de las principales especies representativas de las ratas
alimentadas con mieles, ademas que pudo identificarse a Blautia producta y
Coprococcus eutactus en el grupo alimentado con M-Mtg, mientras que las
alimentadas M-Mel tienen a Muscispirillum schaedleri como la especie mas

representativa.

Se examind si la abundancia de estas especies, correlacionaban con el
porcentaje de masa magra en las ratas en estudio (Figura 20A-B). De manera
interesante, se encontré una correlacién significativa entre la abundancia de
Defluviitalea Saccharophila y el porcentaje de grasa corporal. Como
consecuencia también se encontré una correlacion inversa con el porcentaje

de masa magra. Contrario a los resultados anteriores mayor abundancia de
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Allistipes massillensis especie mas abundante en el grupo de JMAF se

correlaciona con menor masa grasa y mayor masa magra (Figura 20C-D).
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Figura 16. Abundancia relativa de las principales phylas. Control (C), Sacarosa
(S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).
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Figura 17. Abundancia relativa de los principales géneros. Control (C), Sacarosa
(S), Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).
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Figura 18. Abundanciarelativa de las principales especies. Control (C), Sacarosa
(S), jarabe de maiz (JMAF), miel mantequilla (M-Mtq) y miel Melipona (M-Mel).
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Figura 19. Principales especies cambiantes. A )Heat map de las 5 principales
especies cambiantes, QIIME "otu_category_significance.py”, que utiliza un ANOVA
para utilizando QIIME "otu_category_significance.py" (ANOVA) Escala normalizada
logaritmicamente. B) Andlisis discriminante lineal (LDA). Control (C), Sacarosa (S),
Jarabe de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel).

43



A 40 B 80
r=0.73
L] p=<0.0001
75 [
s o
8 30 2 s
5] £70
3 3 .
» °
3] ©
£ £ 65
X 20 N

»
o

10

(3]

[5,]

5 10 20 0 5 10 15 20
Defluviitalea saccharophila Defluviitalea saccharophila
40 80
C D r=-0.66
° p=<0.0001
751
> g
S 30 &
o £ 701
] ©
] a
o ©
E E 65
X 20 2
60
10 55 y v v v .
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Alistipes massiliensis Alistipes massiliensis

Figura 20. Correlacion de las principales especies cambiantes y el porcentaje
de masa grasay magra.

6.10 Efecto de las mieles sobre la abundancia de proteinas involucradas
en la inflamacion.

Diversos estudios han demostrado que un aumento de LPS puede
desencadenar procesos inflamatorios (P. D. Cani et al., 2012; Ngkelo et al.,
2012), dado que los resultados anteriormente mostraban que los grupos de
tratamiento que consumieron JMAF y S tuvieron altos niveles de LPS se
decidié determinar la abundancia de proteinas involucradas en la inflamacién
entre los que se incluyen TLR4, NF-xf y pNF-«3 - con respecto a actina a

través de la técnica de Western Blot en ileon.
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Figura 21. Abundancia relativa de proteinas involucrada en la inflamacidén en
ileon. A) Abundancia relativa de proteinas involucradas en la inflamacion, B)
Receptor tipo Toll 4 (TLR-4) C) Factor Nuclear potenciador de la cadena ligera kappa
de células B activadas (NF-kB) D) Factor Nuclear potenciador de la cadena ligera
kappa de células B activadas fosforilada (pNF-kB). Control (C), Sacarosa (S), Jarabe
de maiz (JMAF), Miel Mantequilla (M-Mtq) y Miel Melipona (M-Mel). Los resultados se
expresan en mediatEEM. a<b.

Los datos revelaron que las ratas alimentadas con S y JMAF aumentan 2.4 y
4.17 veces la expresion de TLR4, mientras, mientras que los grupos que
consumieron mieles presentan expresiones similares al control (Figura 21B).
La activacion de TLR4 puede activar la expresion de la cascada de inflamacion
a través de NF-kB, por lo que su expresion fue determinada. Se encontré que
como era de esperarse las expresiones de NF-k(3 en las ratas alimentadas con
S y JMAF aumentaron 0.6 veces de manera significativa con respecto al
control, sin embargo, los grupos de mieles presentan expresiones de NF-k[3
similares al control (Figura 21C). El similar fenbmeno se observo al evaluar la
expresion de p-NF-kB en las que se observd que las mieles presentan

expresiones similares al control, mientras que los grupos alimentados con Sy
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JMAF presentan las expresiones mas altas (2.7 y 2.1 veces respectivamente)
(Figura 21D), los datos anteriores ademas se correlacionaron positivamente
con los niveles de LPS, siendo los grupos que consumieron S 'y JMAF los que
presentan las concentraciones mas altas (Figura 22).
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Figura 22. Correlaciéon entre la abundancia de p-NF-kB y la concentracion LPS
en suero.

6.11 Acidos grasos de cadena corta.

La dieta puede afectar los AGCC que se producen por lo anterior se
determinaron sus concentraciones en muestras de heces al final del
tratamiento. En la Figura 23A se puede observar que el grupo C present6 una
concentracion de AGCC de 145.125 mM/g mientras que las concentraciones
del grupo S son mas altas (149.45 mM/g heces) y en JMAF (149.71 mM/g
heces). Las mieles M-Mtq y M-Mel presentaron concentraciones de 132.93 y
132 mM/g heces respectivamente. En lo que respecta a los tipos de AGCC no
se presentaron diferencias significativas entre las concentraciones de acetato
entre los grupos de tratamiento con respecto al control (Figura 23B). Sin
embargo, las concentraciones de propionato de las ratas que consumieron S,
presentan las concentraciones mas altas con respecto a los demas
tratamientos (Figura 23B). En lo que respecta al butirato este se present6 en
menor concentracion en las ratas que consumieron S y JMAF, sin embargo,

las mieles presentan las concentraciones mas altas.
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Figura 23. Concentraciones de acetato, propionato y butirato en muestras
fecales de ratas alimentadas con diferentes mieles. Control(C), Sacarosa (S),
jarabe de maiz (JMAF), miel mantequilla (M-Mtq) y miel Melipona (M-Mel). Los
resultados se expresan en media+EEM.
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VII. DISCUSION

En la actualidad hay un creciente consumo de bebidas con alto contenido de
azucar gque supera las ingestas recomendadas, lo cual se ha sugerido como
una causa de diversas enfermedades frecuentes hoy en dia y que han
modificado la microbiota intestinal de forma negativa (Di Rienzi & Britton,
2019). Los edulcorantes naturales como la miel parecen ser una alternativa
para el consumo de la poblacion en general. Se ha descrito ademas de su
poder edulcorante, efectos benéficos sobre el mantenimiento de peso corporal
y la sensibilidad a la insulina (Ramli et al., 2018), asi como propiedades
antimicrobianas, que pueden modular el crecimiento de bacterias, debido a la
presencia de compuestos minoritarios como polifenoles (Rodriguez et al.,
2012).

En el presente estudio exploramos el efecto de diferentes tipos de mieles en
la MI. Debido a que la miel es una sustancia compuesta mayoritariamente de
azucares principalmente monosacaridos, se compararon con otros
edulcorantes ricos en sacarosa o glucosa y fructosa. El jarabe de maiz alto en
fructosa es un edulcorante derivado de la hidroélisis del almidon de maiz (45%
glucosa-55%fructosa), que posee efectos sobre la ganancia de grasa corporal
a corto y largo plazo (Bocarsly et al., 2010) y la sacarosa, un disacarido
formado de 50% glucosa y 50% fructosa, edulcorante al que se le han atribuido
el desarrollo de multiples anormalidades bioquimicas (Muoio, 2017).

Con el objeto de conocer cuéles serian los compuestos que le dan a la miel el
efecto benéfico sobre la salud, a pesar de tener el mismo contenido energético
gue la sacarosa o el JMAF se evalud la actividad antioxidante, contenido de
polifenoles y flavonoides, asi como el contenido de carbohidratos, lipidos y
proteinas de los edulcorantes en estudio. Los resultados revelaron que las
mieles naturales con respecto a la S y JMAF presentan actividad antioxidante
entre 6y 7 veces mas, esto debido a la presencia de polifenoles y flavonoides
gue se detectaron en bajas o0 nulas concentraciones en los demas
tratamientos, sin embargo, M-Mel presenta mayor actividad antioxidante y

menor porcentaje de carbohidratos en comparacion con la miel M-Mtqg. Los
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resultados anteriores confirman que las mieles a pesar de ser una solucion
mayoritariamente de azucares son una fuente de compuestos fendlicos en
comparacion con otros edulcorantes (Grabek-Lejko & Tomczyk-Ulanowska,
2013). Ademés de actividad antioxidante, las mieles poseen efectos
antibacterianos contra diferentes cepas patdgenas (Alnaqdy et al., 2005;
Wilkinson & Cavanagh, 2005). Con el fin de determinar el potencial
antimicrobiano de las mieles se compararon sus efectos sobre las cepas
patégenas usando diferentes concentraciones de las mieles. Los resultados
demostraron que tal como se ha reportado en estudios previos (Deepak Kumar
et al., 2014; Wilkinson & Cavanagh, 2005), inhiben el crecimiento de cepas
patdgenas del tracto gastrointestinal como E. coli y E. fecallis; sin embargo, su
potencial es diferente; esto pudo deberse a la diferencia de hipertonicidad de
las mieles. Los resultados anteriores sugirieron que las mieles podian ejercer
efectos variados sobre el microbiota intestinal al ser suplementado a un
modelo animal.

Al evaluar el efecto de las mieles, sobre el modelo animal de ratas Wistar
macho se observé que después de las 18 semanas de tratamiento los grupos
de mieles no presentaron diferencias significativas en la ganancia de peso con
respecto al grupo C. De manera muy interesante, las ratas que consumieron
M-Mtqg y M-MLP (24%) mostraron una ganancia de masa grasa menor
comparado con el grupo que consumio S, el cual tuvo una media final de 30%
de grasa. Estos resultados son consistentes con lo informado en estudios
previos en ratas que recibieron un tratamiento a largo plazo con miel ganan
menos peso que otros tratamientos (Chepulis & Starkey, 2008). El aumento de
la masa grasa se puede asociar con un aumento en el tamafio de los
adipocitos. El analisis histologico del tamafio de los adipocitos confirmé lo
anterior. En nuestro estudio, se observé que el tratamiento con M-Mtq
mantiene el tamafio promedio de los adipocitos al final del estudio, mientras
gue el tratamiento con M-Mel disminuyo el tamafio de los adipocitos de manera
significativa; caso contrario es el de los grupos de S y JMAF. Los resultados
pueden sugerir efectos protectores de las miel sobre la hipertrofia del tejido
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adiposo (Ramli et al., 2019), que pueden desencadenar efectos metabdlicos.
Por lo anterior se determiné el efecto de las mieles sobre pardmetros
bioguimicos, CTG y el gasto energético. Los niveles de glucosa y triglicéridos,
no presentaron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento, sin
embargo indujeron cambios en los niveles de insulina y leptina que se
presentaron en menor concentracion en los grupos de mieles con respecto a
grupo S, lo que es consistente con estudios previos (Al-waili, 2004; Erejuwa et
al., 2012; Minstedt et al., 2008). Esto sugiere que las ratas alimentadas con S
y JMAF podrian desarrollar resistencia a la insulina como se demostro
después de realizar una curva de tolerancia a la glucosa. Los resultados
revelaron que las mieles mejoraron significativamente la tolerancia a la glucosa
con respecto al grupo de S y JMAF que aumenté su ABC significativamente
con respecto al control durante el tratamiento. Ademas, las ratas alimentadas
con mieles presentaron gastos energéticos mayores a las ratas alimentadas
con S y JMAF, lo que corrobora que las mieles aumentan el gasto de energia
y por consiguiente hay una disminucién de la masa grasa en las ratas tratadas
con estos edulcorantes. Estos resultados sugieren que los cambios en la Ml
podrian estar involucrados en estos efectos. Por lo anterior en este estudio se
examinaron los cambios en la Ml debido a la ingesta de mieles. Después de
18 semanas de tratamiento la abundancia de Defluviitalea sacharophila,
aumento en los grupos de mieles con respecto a los demas tratamientos. El
aumento la abundancia de Defluviitalea sacharophila, si bien hasta el momento
no hay estudios que asocien esta bacteria y su papel en la adiposidad y en
enfermedades metabdlicas, en el presente estudio se demostré que su
abundancia correlaciona con la disminucién de la masa grasa y el aumento de
la masa magra en las ratas en estudio. Caso contrario a lo anterior Allistipes
massillensis presenté mayor abundancia en los grupos alimentados con JMAF
especie que se correlaciond con el aumento de la masa grasa.

Un desequilibrio en la Ml puede promover la inflamacion de bajo grado
llamando endotoxemia metabdlica, debido a la exposicion de productos
bacterianos como los lipopolisacaridos. Los lipopolisacaridos (LPS) son
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potentes endotoxinas presentes en la membrana de las bacterias Gram
negativas, que se ha reportada su asociacion con diversas patologias (Cani et
al., 2007). Se ha descrito que una dieta alta en carbohidratos promueve el
aumento de LPS circulantes (Rosas-Villegas et al., 2017), estos datos son
similares a lo encontrado en el presente estudio donde los grupos S y JMAF
presentaron los niveles mas elevados de LPS. Sin embargo, las mieles
presentan niveles similares al control, lo que sugiere un efecto protector de las
mieles sobre la inflamacién de bajo grado debido probablemente a la presencia
de fitoquimicos que le pueden conferir efectos protectores. Los niveles de LPS
e IgAs estan correlacionados y parecen ser modulados por la abundancia
relativa de especies en la MIl. En este estudio Defluvitalea sacharophila y
Mucispirilum shaedleri parecen ser especies estimuladoras de la produccion
de IgA y por tanto consecuencia de la disminucién de los lipopolisacéridos
circulantes en suero en las ratas alimentadas con miel en el agua de bebida,
mientras que las especies Allistipes massillensis, Ruminococcus flavefaciens
y Desulfovibrio D168 parecen tener el efecto contrario. En modelos in vitro de
células epiteliales intestinales se ha determinado la existencia de un
mecanismo antinflamatorio mediado por IgAs. Se ha determinado que IgAs
neutralizan a los LPS por lo que se limita la inflamacién local aguda inducida
por patrones moleculares asociados a patdégenos proinflamatorios (Fernandez
et al., 2003). Los datos anteriores sugieren que las mieles actian estimulando
la produccion de IgAs, por lo que su consumo puede beneficiar a la salud
intestinal. EI LPS es una endotoxina bacteriana que esta involucrada en la
activacion de la via de sefializacion de TLR4 el cual juega un papel importante
en el inicio de la respuesta inmune innata (Kuzmich et al., 2017). La activacion
de este receptor es responsable de trastornos inflamatorios activados a través
del reconocimiento del lipido A del LPS. Para corroborar si los niveles de
lipopolisacéridos pudieran estar provocando un proceso inflamatorio en las
ratas en estudio, se determiné la abundancia de proteinas involucradas en la
inflamacion. Con respecto a las proteinas se observd una sobreexpresion de

TLRA4 en los tratamientos de S y JMAF, sin embargo, en las ratas del grupo M-
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Mtg presenta una expresion similar al control. En lo que respecta a las
expresiones de NF-kB y p-NF- kB, se elevaron en los grupos de JMAF y S,
mientras en los grupos de mieles las concentraciones fueron similares al
control. La MI es capaz de transformar los alimentos que normalmente
consumimos, ejemplo de ellos son los AGCC que son metabolitos producidos
por el huésped y modificados bioquimicamente por bacterias intestinales. En
el presente trabajo se observé que al final del tratamiento solo presentaron
diferencias la produccién de butirato en los grupos alimentados con mieles con
respecto a S y JMAF, metabolito que se ha relacionado por poseer un efecto
antinflamatorio al inhibir la activacion NF-kB (Inan et al., 2000), los datos
anteriores sugieren la participacion de butirato en el bloqueo de la respuesta
inflamatoria en las ratas que consumieron mieles. En general, la miel parece
ser un buen agente edulcorante que proporciona beneficios para la salud
comparado con la S y JMAF, nuestros resultados sugieren que la miel puede

ser un compuesto que actua principalmente a nivel intestinal.
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Figura 24. Resumen integrativo. La miel es un edulcorante que posee propiedades
distintivas comparado con edulcorantes como la sacarosa y el jarabe de maiz alto en
fructosa. Evidencia del presente trabajo ha demostrado su efecto en la microbiota
intestinal y en la prevencién de la inflamacién inducida por lipopolisacéridos, teniendo
como consecuencias una mayor sensibilidad a la insulina, comparada con la sacarosa

y el jarabe de maiz alto en fructosa.
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VIIl. CONCLUSIONES

DS

El consumo de mieles no modifico la ganancia de peso

El grupo alimentado con mieles ganaron menos masa grasa y
perdieron menos masa magra comparados con sacarosa y jarabe
de maiz alto en fructosa.

Las ratas que consumieron sacarosa Yy jarabe de maiz presentan
intolerancia a la glucosa, contrario a las mieles que son similares
al grupo control

Los niveles de leptina e insulina tienen una tendencia a ser
mayores para los grupos alimentados con sacarosa y jarabe de

maiz y menores en las mieles

Los niveles de lipopolisacarido de las ratas alimentadas con mieles
son similares al grupo control, mientras que las que consumieron
sacarosa o JMHF presentan una endotoxemia metabdlica.

Se presentd un aumento en la abundancia de Defluviitalea
Sacharophila en los grupos alimentados con mieles y una
disminucién en los grupos de sacarosa y jarabe de maiz.

La miel tiene un efecto antiinflamatorio dado que disminuye

proteinas como TLR4, NF-kB y aumenta butirato.
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IX. PERSPECTIVAS

e Considerando que los resultados muestran que las mieles poseen actividad
antimicrobiana y la presencia de la enzima glucosa oxidasa afiadida por las
abejas produce como producto intermediario peréxido de hidrogeno, es
recomendable medir la concentracion de este compuesto en las mieles.

e Determinar el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa, asi como el tipo
de polifenoles presentes en los tratamientos, para determinar la influencia
de los monosacaridos y disacaridos en los efectos presentados.

e Dado que las mieles poseen actividad antioxidante, determinar su efecto
sobre las enzimas antioxidantes.

e Fundamentado en que los resultados presentados muestran que las ratas
tratadas con sacarosa 0 jarabe de maiz alto en fructosa inducen
intolerancia a la glucosa, dilucidar el mecanismo implicado en este
fenomeno, estudiando la sefalizacion de la insulina.

e Determinar el efecto de los tratamientos sobre los marcadores de
inflamacién en tejido adiposo.

e Determinar a través de un analisis PICRUSt, el potencial genético funcional
de la microbiota intestinal, después del consumo de los edulcorantes.
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