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GLOSARIO

Sustancias que se caracterizan por presentar alta
potencia en dulzura con nulo aporte calérico que

simulan el sabor dulce de la sacarosa.

Estimacion de la cantidad de un aditivo
alimentario que una persona puede ingerir todos

los dias durante toda la vida sin afectar la salud.

Estado de hiperglucemia intermedia entre la
regulacion normal de la glucosa y la diabetes. La
IG se_caracteriza por la elevacion de la respuesta
glucémica después de 2 horas de la ingesta de

glucosao alimentos.

Respuesta postprandial a la glucosa en sangre
provocada cuando un alimento que contiene

carbohidratos es ingerido.
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RESUMEN

Introdugcion: Los edulcorantes no nutritivos (ENNs) son sustancias de alta
potencia en\dulzura con nulo aporte calérico que se han empleado como alternativa
a la sacarosa para personas con obesidad, intolerancia a la glucosa (IG) o diabetes.
Estudios previes.han mostrado que el consumo de ENNs puede alterar la
homeostasis de 1a.glucosa en roedores. Sin embargo, sus efectos sobre la
respuesta glucémica1a)ingesta calérica y el peso corporal no son concluyentes.
Objetivo: Evaluar los efectos de ENNs sobre la respuesta glucémica en ratas sanas
y ratas con IG. Metodologia:sSe realiz6 un estudio crénico, paralelo y aleatorizado
en ratas Wistar sanas (n =48).y ratas con IG (n = 64) inducida mediante dieta
hipercalorica. Ambos modelos,_animales recibieron los siguientes tratamientos
durante 8 semanas: sucralosa (5 mg/kg/d), aspartame (50 mg/kg/d), estevia y
rebaudiésido A (4 mg/kg/d), sacarosa 4% Yy glucosa 4% (control). Todos los ENNs
comerciales se administraron a dosis equivalentes a la ingesta diaria admisible para
humanos (IDA, US FDA). En los animales.con IG se introdujeron dos grupos mas,
uno que recibié 30% de sacarosa y €l otro sole.agua. Todos los tratamientos se
diluyeron en el agua de beber. Durante_el periodo, experimental, las ratas sanas
recibieron una dieta estandar para roedores y las_ratas con |G consumieron una
dieta alta en grasas. Se determinaron cambios sobresla respuesta glucémica, el
peso corporal y la ingesta caldrica ad libitum. Se realizaron determinaciones de
glucosa, triglicéridos, colesterol y HDL. Resultados: No se.epcontraron diferencias
significativas sobre la respuesta glucémica, el peso corporal y\l&'ingesta caldrica en
ambos modelos. Los metabolitos en ayuno no se modificaron. Gonelusiones: El
consumo de ENNSs artificiales o naturales, administrados con basersa.da IDA, no
ejercid efectos sobre la respuesta glucémica, el peso corporal o la ingesta calorica

en ratas sanas y ratas con IG.
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ABSTRACT

Introdugtion: Non-nutritive sweeteners (NNSs) are high-potency substances in
sweetness without energy content that have been used as an alternative to sucrose
for people withfobesity, glucose intolerance (Gl) or diabetes. Previous studies have
shown that thesConsumption of NNSs can alter glucose homeostasis in rodents.
However, its effects=on glycemic response, caloric intake and body weight are
unclear. Objective: Ta'evaluate the effects of NNSs on glycemic response in healthy
rats and rats with Gl. Methedology: A chronic, parallel and randomized study in
healthy Wistar rats (n = 48) and rats with Gl (n = 64) induced by hypercaloric diet
were used. Both animal models received the following treatments for 8 weeks:
sucralose (5 mg/kg/d), aspartame\(50 mg/kg/d), stevia (4 mg/kg/d) and rebaudioside
A (4 mg/kg/d), sucrose 4% and.glucose 4% (control). All the commercial NNSs were
administered at doses equivalent to the human acceptable daily intake (ADI, US
FDA). In the animals with GI two'more groups were introduced, one receiving 30%
sucrose and the other one only water: All sreatments were dissolved in drinking
water. Healthy rats received standardrodent dietsand rats with Gl consumed a high-
fat diet during the experimental period..Changes~were determined on glycemic
response, body weight and ad libitum caloric intake: Determinations of glucose,
triglycerides, cholesterol and HDL were performed: Results: No significant
differences were found regarding glycemic response, body weight or caloric intake
in both models. Fasting metabolites were not modifieds“Conclusions: The
consumption of artificial or natural NNSs had no effect on glyeemic response, body

weight or caloric intake in healthy rats and rats with GI.

Xl
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1. INTRODUCCION

La diabetes es un grupo de alteraciones metabdlicas caracterizada por
hiperglucemia, cronica (WHO, 2016). Segun la IDF, 425 millones de personas en
todo el munda_sufrieron diabetes durante 2017 y se espera que sean 629 millones
para el 2045. MéxiCo, se encuentra entre los primeros cinco paises con la mayor
prevalencia de diabetesjsrepresentando uno de los mayores problemas de salud

publica (IDF, 2017).

La intolerancia a la glucosa (I&) se define como un estado de hiperglucemia
intermedia entre la regulacién normal de la glucosa y la diabetes (Nathan y cols.,
2007). La IG se caracteriza porla elevada respuesta glucémica después de 2 horas
de la ingesta de glucosa o alimentos (ADA; 2011). La transicion de la alteracion
temprana en la glucemia es gradualsyyse estima que alrededor del 70% de las

personas con IG desarrollaran diabetes‘en el futuro*(Nathan y cols., 2007).

El consumo de bebidas o alimentos con alto contenide”de azucares (sacarosa) se
ha vinculado al desarrollo de las enfermedades metabdlicas{Rackard y cols., 2014).
Por esta razon, la industria alimentaria ha propuesto alternativas'a la sacarosa para
aminorar el contenido caldrico en los alimentos (Wang y €oOls., 2018). Los
edulcorantes no nutritivos (ENNS) son sustancias que se caracterizanor presentar
alta potencia en dulzura con nulo aporte calorico que simulan el sabor'dulce de la
sacarosa. Por su origen se clasifican en naturales (estevia) o artificiale§ como

sucralosa, aspartame o acesulfame-k (ace-k) (Glendinning, 2018). Mundialmente el
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constmo de ENNSs se ha incrementado. Se proyecta que el mercado global de ENNs
alcanCerlos $2.2 mil millones en el afio 2020 con una tasa anual de 5.1%
(PRNewswire, 2015). Se estima que el mayor crecimiento de ENNs en el mercado
sea generado en América Latina y China (Kim y cols., 2019; USDA, 2012). En un
estudio reciente /México mostré la mas alta proporcion de productos alimenticios
qgue contienen ENNs”(11%) comparado con E.U.A (4%), Nueva Zelanda (1%) y
Australia (<1%) (Dunford y cols., 2018). Actualmente, los tres ENNSs artificiales mas
populares a nivel mundialy sacional son sucralosa, aspartame, y estevia que

recientemente se ha introducido€n el mercado (Lohner y cols., 2017; USDA, 2012).

La seguridad en el consum0O de Jdes7ENNs ha sido evaluada por diferentes
organismos internacionales de salud comaJda US Food and Drug Administration (US
FDA), el Joint FAO/WHO Expert €ommittee"on Food Additives (JECFA), la
European Food Safety Authority (EFSA)Y la Secretaria de Salud en México (Romo-
Romo Alonso, 2017). Para cada ENN, se ha establecido la ingesta diaria admisible
(IDA) como la estimacion de la cantidad de un aditivo<alimentario que una persona
puede ingerir todos los dias durante toda la vida sin afectartaysalud (FDA, 2018). A
pesar de sus caracteristicas en comun en cuanto a potencia.de dulzura y aporte

caldrico, cada ENN es metabdlicamente distinto (Nettleton y cols?, 2016).

Por ejemplo, la sucralosa es un disacarido clorado derivado de la sacarosa gue tiene
capacidad edulcorante 600 veces mayor que la sacarosa. La IDA de este-ENN
corresponde a 5 mg/kg/d (FDA, 2018). La mayor parte de la sucralosa no.es

absorbida en el tracto gastrointestinal (TGI) y es excretada sin modificaciones en
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las_heces (Fitch & Keim, 2012). Por su parte, el aspartame es un dipéptido 200
veces mas dulce que la sacarosa, se hidroliza en el lumen intestinal en tres
componentes (fenilalanina, acido aspartico y metanol) y se absorbe en el intestino
delgado (Kreuch,y cols., 2018). La IDA del aspartame corresponde a 50 mg/kg. Por
otro lado, la esteviajes el nombre comun para el extracto de glucésidos de esteviol
(GE) que se obtiene’de las hojas de Stevia rebaudiana (Anton y cols., 2010). La
estevia se ha empleado como una alternativa natural a la sacarosa (300-400 veces
mas dulce que la sacarosa),-por lo que es el ENN natural de mayor consumo
(Rosales-Gomez y cols., 2018)La IDA corresponde a 4 mg/kg/d (FDA, 2018). Los
dos GE que se encuentran en mayor proporcion en la hoja de estevia son el
esteviosido (4-13% en peso see0) y el rebaudiosido A (Reb A; 2—4% en peso seco)
(Goyal y cols., 2010). La estructura molecular de todos los GE esta compuesta de
una molécula central de esteviol que se enlaza con diferentes grupos de azlcares.
Cada GE pasa a través del TGI sin ser absorbida. Una vez que llegan al colon, los
restos de azucar unidos al esteviol son eliminados per la microbiota intestinal (Ml),
por lo tanto representan una fuente de energia para lazmicrobiota y el hospedero

(Lobach y cols., 2019).

Los ENNs se han recomendado ampliamente para ayudar a controlar la ingesta
caldrica, el peso corporal o los niveles de glucosa en personas con abesidad, IG o
diabetes (Laviada & Molina Segui, 2017). Sin embargo, la mayoria de los estudios
han reportado que el consumo de ENNs puede inducir alteraciones..en. el

metabolismo glucémico en roedores (Suez y cols., 2014) y en humanos (Romo-
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Romo y cols., 2018). Se han sugerido algunos posibles mecanismos para explicar
los efectos de los ENNs sobre el metabolismo. Por ejemplo, la activacion de los
receptoresde sabor dulce (TLR2/T1R3) orales o extraorales que puede provocar la
alteracion de larregulacion de los circuitos de recompensa del cerebro o la alteracion
de las concentragiones de hormonas intestinales (incretinas y grelina) que participan
en el control glucémico.y el balance energético. Otros estudios han propuesto que
la modificacion de la Ml puede inducir la sobrerregulacién de vias proinflamatorias
y promotoras de la adipogéenesis que puede conducir al desarrollo de obesidad o
diabetes (Olivier-Van Stichelen’y cols., 2019; Rother y cols., 2018). Estos
mecanismos no son exclusives ‘ni excluyentes, es decir, algunos de ellos se
encuentran interrelacionados y-pueden actuar sinérgicamente (Pepino, 2015). La
mayor parte de estos efectos se han'reportado en modelos animales (Rogersy cols.,
2016). En roedores, estudios previos han indicado que el consumo de ENNSs ejerce
efectos adversos sobre la respuesta glucémica,/conduciendo al desarrollo de I1G
(Palmnéas y cols., 2014; Suez y cols., 2014). Los eStudios epidemiolégicos han
asociado el consumo de ENNs con la ganancia de peso, el desarrollo de IG y
alteraciones en el control metabdlico (Chia y cols., 2018; Frankenfeld y cols., 2015;
Kuk & Brown, 2016). Por su parte, algunos estudios experimentales.en humanos no
han encontrado efectos perjudiciales de la ingesta cronica de ENNs.sebre el control
glucémico o el peso corporal (Grotz y cols., 2017; Sylvetsky & Rother, 2018). Debido
a los diversos resultados obtenidos en los diferentes estudios, no ha side’pesible
establecer un consenso en relaciébn a la seguridad del consumo de estas

substancias como alternativas factibles para el control del peso corporal y el manejo
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de la'glucosa (Farhat y cols., 2019), lo que ha generado confusién en el consumidor

sobre’qué tipo de edulcorante es la mejor opcion.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Efectos deflos.ENNs sobre la respuesta glucémicay el control

metabdlico

1.1.1.1 Estudios agudos

La evaluacion aguda incluye estadios en humanos en los cuales, los ENNs han sido
administrados en una sola dosis (Ayob y cols., 2014; Horwitz y cols., 1988; Olalde-
Mendoza & Moreno-Gonzalez,+2013), mezclados en los alimentos (Bryant y cols.,
2014; Gallagher y cols., 2016; <Gregersen'y cols., 2004), mediante infusiones
gastrointestinales (Ma y cols., 2010); o como_precarga antes de una prueba de
tolerancia a la glucosa oral (Tey y cols:; 2016; Wu y cols., 2011). Brown y cols.
(2011) mostraron que el consumo de sucralosa (Splénda®, 6 g) mezclada en 355
mL de agua no ejercié efectos significativos sobre la homeostasis de la glucosa en
comparacion con sacarosa en sujetos sanos. Bryant y cols. (2014) sefialaron que el
consumo de aspartame (150 mg), sacarina (20 mg) o ace-k (85 mg).en combinacién
con un edulcorante nutritivo como la glucosa (45 g) y 15 min después de la carga
de glucosa oral no ejercié respuesta significativa sobre la glucemia y~el apetito
comparado a la bebida de prueba (solo glucosa) en sujetos sanos. Sylvetsky.y-cols.
(2016) investigaron los efectos de ENNs sobre GLP-1, GIP, glucosa, insulina y

péptido C en sujetos sanos. En orden aleatorio, treinta sujetos consumieron 355 mi
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de_agua con 0 mg, 68 mg, 170 mg o 250 mg de sucralosa, y 31 sujetos consumieron
355 ml de Diet Rite Cola™ sin cafeina (68 mg de sucralosa y 41 mg de ace-k) o Diet
Mountain Pew™ (18 mg de sucralosa, 57 mg de aspartame, 18 mg de ace-k) y agua
mineral con ENNs (68 mg de sucralosa y 41 mg de ace-k). En respuesta a una
prueba de tolerancia a la glucosa oral, los refrescos de dieta aumentaron las
concentraciones de,/GLP-1 (Diet Rite Cola™ y Diet Mountain Dew™ vs agua
mineral) sin modificaciones_en el vaciamiento gastrico y la saciedad. La sucralosa
sola o mezclada con ace-k.no,ejercié efectos. Los niveles de insulina fueron mas
altos después de la ingesta de los ENNs sin alterar la glucemia. Los autores
sugirieron que el sabor asociade con el tipo de refresco u otros ingredientes
inmersos en la bebida pudieron”haber contribuido a la estimulacion de GLP-1. El
incremento de las concentraciones/de insulina pudo haber sido estimulado por los
receptores del sabor dulce que se encuentran‘en_las células 3-pancreéticas, como
se ha reportado en estudios in vitro. Estudios(recientes en sujetos sanos que
evaluaron los efectos de la ingesta de refrescos de-dieta con aspartame y ace-k
sobre la respuesta glucémica (Solomi y cols., 2019), ¥y sucralosa (136 mg/d) o
aspartame (425 mg/d) diluido en agua saborizada sobre gluCosa, insulina, GLP-1,
leptina y sensibilidad a la insulina (Ahmad y cols., 2019) no hallaron efectos
significativos en un corto periodo de tiempo. En contraste, un estudio-realizado por
Tey y cols. (2016), en sujetos sanos que consumieron como precargaybebidas
endulzadas con ENNSs artificiales (0.44 g de aspartame) o naturales (0.33.g_de reb
A), una hora antes del almuerzo ad libitum, mostraron efectos minimos sohre/la

respuesta glucémica e insulinémica y la ingesta caldrica respecto a la bebida
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endulzada con sacarosa (65 g). Un estudio previo realizado por Pepino y cols.
(2013) senalaron que la ingesta de una sola dosis de sucralosa (48 mg) 10 minutos
antes de una,prueba de tolerancia a la glucosa oral afect6 la sensibilidad a la insulina
y las concentraciones de glucosa, insulina y péptido C en ayuno respecto al control
(agua) en sujetoscon.obesidad. Los niveles de GLP-1, GIP y glucagdn no mostraron
cambios significatives. Un estudio llevado a cabo en tres poblaciones distintas,
reporté que el consumo de 240 mL de refresco de dieta (Rite Cola) con sucralosa y
ace-k antes de una carga de-glucosa oral aumento la secrecion de GLP-1 en sujetos
sanos (34%) y con diabetes tipoly(43%, DT1) pero no en sujetos con diabetes tipo
2 (DT2), mientras que las concentraciones de GIP, PYY, péptido C y glucosa
plasmatica no fueron modificadas por gl tratamiento de prueba en ninguno de los
grupos. El incremento observado.en.la secrecion de GLP-1 fue atribuido a la unién
de los ENNs a los receptores del”sabor+dulce localizados en las células L
enteroendocrinas del TGI, provocando la activacion de diferentes vias de
sefalizacion que promueven la liberacion de eSta hormona. Los autores
hipotetizaron que la respuesta ausente en los niveles de*GLP-1 en los sujetos con
DT2, se correlaciona con los niveles mas elevados de glucesa-en sangre que a su
vez se puede asociar con una menor expresion de los receptores_de sabor dulce.
No obstante, esto contradice los resultados observados en los sujetos con DT1, en
quienes la glucosa en sangre fue la mas elevada (Brown y cols., 2012). En,general,
los efectos del consumo agudo de ENNs sobre el control metabdlico en personas
con diabetes ha sido muy poco evaluado, por lo que se requiere mas investigacion

al respecto.
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1:1.472 Estudios croénicos

La mayor parte de los estudios cronicos en roedores, donde se administran los
ENNs mezclados en los alimentos o en el agua de beber, reporta efectos
perjudiciales sabre, el metabolismo glucémico. En un estudio realizado por Suez y
cols. (2014), se mostr6 que el consumo de sacarina (3333 mg/kg/d, 650x la IDA),
sucralosa (1666 mg/kg/d,100x la IDA) o aspartame (1333 mg/kg/d, 30x la IDA) en
el agua de beber duranter 11 semanas produce diferentes grados de |G comparados
con agua, glucosa (50 g/kg/d)»o_sacarosa (33 g/kg/d) en ratones C57BL/6 delgados
y obesos. El efecto fue mayor conda sacarina, por lo que fue el ENN que se emple6
para los posteriores experimentos como referencia. En este mismo experimento, los
investigadores trasplantaron la’ Mi~de aquellos ratones que consumieron sacarina o
glucosa a ratones libres de gérmenes. 1.os resultados mostraron que los roedores
libres de gérmenes que recibieron ‘el trasplante fecal del grupo que consumio
sacarina, desarrollaron IG comparados cen los quesse alimentaron con glucosa. El
mismo grupo de investigadores estudio el efecto de la.sacarina sobre el control de
la glucemia en 7 sujetos sanos. Cuatro de los siete sujetos.mostraron IG después
de recibir 5 mg/kg dividida en 3 dosis diarias durante una semana. La IG encontrada
en este estudio en roedores y humanos fue atribuida a los”cambios en la
composicion y funcién de la MI causada por el desbalance en larpreporcion de
ciertos taxones bacterianos. Suez y cols. (2014) realizaron un estudio.integral en
roedores y humanos que fue pionero en reportar que el consumo de ENNsfinduce

IG por alteracion de la MI. No obstante, se han observado algunas limitaciones en
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el disefio de este estudio. Por ejemplo, la administracién de dosis de edulcorante
fue eXxcesiva, el, tamafio de muestra reducido, no se reportaron las mediciones
basales defa prueba de tolerancia a la glucosa oral y el consumo de alimento y
agua no fue controlado. En otro estudio, se evalué el consumo de aspartame a bajas
dosis (5-7 mg/kg/d)'diluido en el agua de beber durante 8 semanas sobre el control
glucémico y la MiI*en_un grupo de ratas Sprague-Dawley alimentado con dieta
estdndar y un grupo sometido a una dieta alta en grasas. El tratamiento con
aspartame en ambos grupes”aumento los niveles de glucosa en ayuno y afecto la
eliminacién de glucosa estimulada por insulina con respecto al control (agua). De
acuerdo al analisis metabolomico,\el aspartame puede metabolizarse rapidamente,
lo que provocd un incremento“de propionato en comparacion con otros acidos
grasos de cadena corta. Estas..respuestas pueden afectar negativamente la
tolerancia a la insulina. No se observaron cambias en los niveles de GIP en ambos
grupos. Por otro lado, el analisis de la composicion de la Ml mostro que el aspartame
incrementod la abundancia de Enterobacteriaceae y Clostridium leptum. Cambios en
la proporcion de estas bacterias se han asociado con elidesarrollo de resistencia a
la insulina (Palmnés y cols., 2014). En otro sentido, un estudio-reciente mostré que
el consumo de sucralosa (1.5%) bajo un régimen alimentario con DAG durante 16
semanas produjo efectos similares a la sacarosa (10%) en ratas Wistar. La
sucralosa mostré aumento de la expresién de receptores del sabor duleey(T1R2 y
T1R3), que a su vez estimularon las concentraciones de GIP y GLP-1; le, que
provoco hiperinsulinemia. Ademas, el tipo de dieta en combinacién con la sucralosa

alterd la via de sefializacién de la insulina en el tejido adiposo, disminuyendo las
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coneentraciones de GLUT-4, lo que resultd en hiperglucemia (Sanchez-Tapia y

cols.y2019).

En contrastesotros estudios han mostrado resultados diferentes. Tovar y cols.
(2017) evaluaronsios efectos del consumo moderado de aspartame y sucralosa en
el agua de bebersobre la tolerancia a la glucosa en ratas Sprague-Dawley sanas.
Después de 6 semanas/de tratamiento, la respuesta glucémica no mostré efectos
significativos en comparacién con el control (no especificado). Rosales-Gomez y
cols. (2018) evaluaron el consumo de sucralosa (4.16 mg/mL), reb A (4.16 mg/mL),
sacarosa (41.66 mg/mL) y agua (control) sobre el control metabélico en ratones CD1
alimentados con dieta estandar. 4=0s? animales que fueron alimentados con
sucralosa mostraron una disminucion en la glucemia y en las concentraciones de
GIP sin modificar los niveles de insulina. Por\otro lado, la estevia increment6 la
glucemia, insulina, leptina y la secreciényde GIP. Los autores sugirieron que la
elevada respuesta del reb A derivado de la esteviasQue se utilizd en este estudio
sobre estas variables es metabolizado por la Ml a esteviosidos y posteriormente
transformado en glucosa y una molécula de esteviol; el metabolito final de la estevia
es la glucosa que se absorbe en el epitelio intestinal produciendo un efecto similar

a la sacarosa.

En humanos, un estudio reciente realizado por Romo-Romo y cols. (2018), encontro
que la ingesta de sucralosa (Splenda, 15% de la IDA) durante 14 dias_indujo
disminucién en la sensibilidad de la insulina respecto al control (bebida habitual.sin

intervencidn) en sujetos sanos. En contraste con este estudio, en otro trabajo se
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determiné que el consumo diario de 2 latas de refresco de 355 mL cada una,
conteniendo aspartame y ace-k durante 12 semanas no ejercid efectos sobre la
sensibilidada la insulina en sujetos no diabéticos (Bonnet y cols., 2018). En sujetos
sanos, el consumo de sucralosa (1000 mg/dia, 200x la IDA) administrada en
capsulas 3 vecesaldia con los alimentos por 12 semanas no indujo cambios sobre
glucosa, insulina o HbAlc en ayunas respecto al placebo (Celulosa) (Grotz y cols.,
2017). Ademas, la administracién de bebidas saborizadas con aspartame (350-1050
mg/dia) durante 12 semanas; no afectoé la glucemia en individuos delgados (Higgins

y cols., 2018).

En otro sentido, la estevia se/ha convertido en el ENN natural de mayor consumo
en los ultimos afios como sustituto del‘azacar y de otros edulcorantes artificiales.
Algunos estudios han informado quesa estevia ejerce efectos antihiperglucémicos
en ratas diabéticas (Ahmad & Ahmady2018) y.en humanos (Gregersen y cols.,
2004). Sin embargo, otros estudios en ratas han indicado que el consumo de dosis
bajas de reb A (2-3 mg/kg/d) a largo plazo ejerce .minimos efectos sobre el
metabolismo de la glucosa, aunque parece afectar la Ml (Nettleton y cols., 2019).
Maki y cols. (2008) encontraron que el consumo de 1000 mg'de reb A en capsulas
(4 cpsulas de 250 mg cada una por dia) durante 16 semanas no altero los niveles
de glucosa, insulina o péptido C comparado al placebo (capsulasfcon celulosa
microcristalina) en sujetos con DT2. En general, los efectos de la estevia sobre el
metabolismo glucémico en roedores y humanos no son consistentes y la evidencia

€S muy escasa, por lo gue se requiere mas investigacion al respecto.
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1.1.2°Efectos de los ENNs sobre el peso corporal y la ingesta calérica

Los estudios que evaliuan el impacto del consumo de ENNs sobre el balance

energeéticq y. el apetito en modelos animales y en humanos son limitados.

1.1.2.1 Estudios’en.roedores

En ratones CBA/CA; a. los cuales se les administrd soluciones endulzadas con
sacarina, ace-k o aspartame via oral durante 25 semanas, mostraron incremento
del peso corporal sin afectarlajingesta calorica respecto al control (agua) (Polyak y
cols., 2010). Rogers y cols. (2016) realizaron un estudio usando un modelo de rata
Wistar en el que evaluaron los, efectos del consumo de un suplemento de yogurt
natural endulzado con 0.3% de“sacarina, 0.4% de aspartame o 20% de sacarosa
(ademas de comida y agua ad libitum) sobfe el peso corporal y la ingesta cal6rica
durante 12 semanas. Los resultados mostraron gque la adicion de este tipo de ENNs
al yogurt derivé en aumento del peso corporal respecto a la sacarosa, sin embargo,
la ingesta caldrica total fue similar entre los grupos. N6 obstante, en este estudio no
se emple6 un grupo control dietario que sirviera comogpunto de referencia para
evaluar los cambios sobre el peso de corporal. En un estudie.similar, Swithers y
Davidson (2008) documentaron una mayor ingesta de alimentos, aumento de peso
y mayor adiposidad en ratas Sprague-Dawley que consumieren. alimentos
suplementados con sacarina. Este tipo de estudio plantea la hipotesis-de que la
exposicion a los ENNs puede afectar la capacidad de incrementar la ‘densidad
calorica con los alimentos de sabor dulce, lo que conduce a una disminuciéon'de’la

compensacion calérica de los alimentos de alta densidad caldrica. Previamente se
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ha_sefalado que el desbalance en la homeostasis energética impulsa el deseo de
comer yspor consiguiente el aumento de peso corporal (Feijo y cols., 2013; Foletto

y cols., 2046; Swithers y cols., 2009; Swithers & Davidson, 2008).

En un estudie realizado por Bissonnette y cols. (2017), ratas Wistar fueron
alimentadas con #na, dieta liquida (Osmolite) mezclada con ENNs (sacarina o
estevia), edulcorantes_nutritivos (sacarosa) o un control sin edulcorantes (Osmolite
+ agua destilada) por 6 semanas y evaluaron en cuatro fases los efectos sobre el
consumo de alimento, la ingesta caldrica, el peso corporal y la preferencia por el
sabor dulce. Los resultados mostraren incremento significativo del consumo de una
dieta liquida endulzada con“ENNSs sehre’el peso corporal respecto a sacarosa. Sin
embargo, no se observé aumento,de la‘ingesta calorica y el peso corporal respecto
al control. Las dietas alternativas' entre las ENNs, la sacarosa y el control no
afectaron el apetito. En otro sentido, Barrios-Correa y cols. (2018) administraron
versiones comerciales de GE (0.025 g), sucralosa®(0.012 g) o sacarosa (10%)
mezclados en 100 mL de agua durante 6 semanas.en ratones BALB/c. Ellos
evaluaron la composicién corporal y la expresién de JAK2{"STAT3 y Akt totales y
fosforilados, asi como SOCS3 y ObRb en el tejido cerebral‘para determinar si la
ingesta frecuente de estos ENNs induce cambios sobre la expresion de estas
proteinas relacionadas con el apetito. Los resultados mostrarony'que los GE
disminuyeron la ingesta cal6rica, la adiposidad y el peso corporal enimachos y
aumentaron la expresion de pJAK2 y pSTAT3 en el cerebro, mientras‘que. la

sucralosa promovio el aumento de peso corporal y de la expresion de pJAK2:en
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hembras. Los autores sugirieron que el consumo de ENNs comerciales provoca
cambios*sobre las vias de sefalizacion cerebrales que se han relacionado con el
control delapetito y el equilibrio energético en roedores. En otro estudio los autores
encontraron que, el consumo de soluciones endulzadas con sacarina (0.005 M/L)
durante 10 semanas. provoco incremento en la expresion del receptor del sabor
dulce T1R3 y de los,feceptores de grelina encontrados en las papilas gustativas y
el hipotalamo en ratas Sprague-Dawley machos, efectos que no fueron observados
en ratas hembras. Los auteres-sugirieron que los receptores periféricos de sabor
dulce y los receptores periféricos'y centrales de grelina pueden estar involucrados
en los efectos provocados por el consumo de sacarina promoviendo el consumo de

alimentos, que conlleva a la ganancia de peso corporal (Zhao y cols., 2018).

En otro sentido, Abou-Donia y cols#(2008) evaluaron el consumo de Splenda®
disuelta en el agua de beber a diferentes dosis de sucralosa (1.1, 3.3, 5.5, 11
mg/kg/d) sobre la composicion de la Ml y el peso corporal en ratas Sprague-Dawley.
Posterior a las 12 semanas de tratamiento, los autores.observaron una reduccion
significativa en la abundancia de bacterias anaerobias genperalmente beneficiosas
(Bifidobacterias, Lactobacilos o Bacteroides). Los resultados también mostraron que
los animales incrementaron el peso corporal comparado al control (agua). Los
resultados de este tipo de estudios sugieren que las alteraciones de la'Ml causadas
por el desbalance de las bacterias intestinales puede aumentar eliriesgo de
desarrollar obesidad mediante la modulacién de procesos metabdlicos que_son

esenciales para el organismo. En contraste, Uebanso y cols. (2017) indicaron que
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el.consumo de sucralosa (15 mg/kg/d) o ace-k (15 mg/kg/d) en el agua de beber
durantes8 semanas no incrementd la ingesta calérica ni el peso corporal en ratones
C57Bl/6J.sSolamente la sucralosa mostré una reduccion en la proporcion de

Clostridium cluster XIVa.

Otras investigacionesimencionadas previamente que evaluaron los posibles efectos
del consumo prolongado de ENNs sobre la respuesta glucémica, también
observaron que los ENNspueden ejercer efectos adversos (Rosales-Gomez y cols.,
2018), efectos beneficiosos7(Palmnas y cols., 2014) o no provocar respuestas
fisiologicas (Soto y cols., 2017; Tovar y cols., 2017) sobre peso corporal en

roedores.

1.1.2.2 Estudios en humanos

Algunos estudios observacionales han reportadoyuna asociacion positiva entre el
consumo de ENNs y el aumento del pese corporal{Fowler y cols., 2015; Fowler y
cols., 2008), cuestionando el beneficio de emplear” estas substancias como
sustitutos del azucar para el control del peso. No obstante, este tipo de estudios no
establece una relacion causa-efecto, por lo que la interpretaciénide estos hallazgos

no es concluyente.

En otro sentido, los estudios clinicos a largo plazo son escasos. Algunos.de estos
estudios han sugerido que el consumo de ENNs no ejerce efectos adversas sobre
la ingesta caldrica y el peso corporal en comparacién con el consumo de sacarosa.
Por ejemplo, Raben y cols. (2002) investigaron los efectos del consumo de bebidas
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y\alimentos conteniendo ENNs (aspartame, ace-k, sacarina o ciclamato) o sacarosa
sobre’lasingesta de alimentos ad libitum y el peso corporal durante 10 semanas en
sujetos con'sobrepeso. Los resultados mostraron que los sujetos que consumieron
gran cantidad ¢de sacarosa, principalmente en bebidas, aumentaron la ingesta
calorica y el pese corporal, mientras que se observé una disminucidén sobre estas
variables en aquelles’ sujetos que consumieron productos con ENNs. En sujetos
sanos se observé que la ingesta diaria de aspartame a dos diferentes dosis (350
mg/d o 1050 mg/d) en bebidas saborizadas durante 12 semanas no provoco
cambios sobre peso corporal, ap€tito y composicion corporal (Higgins y cols., 2018).
Otros estudios clinicos en sujetos\con sobrepeso u obesidad han reportado que el
consumo de bebidas o alimentos que contienen ENNs promueve la disminucion del

peso corporal en comparacion con.agua (Masic y cols., 2017; Peters y cols., 2014).

Actualmente, existe gran controversia sobre el beneficio de consumir ENNs como
sustitutos del azucar. A pesar de esto, podemos observar un uso cada vez mayor
de estas sustancias como componentes de una gram, variedad de productos
alimenticios en nuestro pais. La heterogeneidad en los resultados de los diferentes
estudios generalmente es consecuencia de las limitaciones en.el disefio de estudio,
particularmente el empleo de dosis de ENNs muy elevadas y ndimero de muestra
muy reducido. Consideramos relevante evaluar estos efectos en estudios mejor
controlados en animales, por lo que el presente trabajo constituye whasnueva
contribucion al conocimiento actual sobre los efectos de los ENNs en el metabolismo

glucémico en roedores.
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2. JUSTIFICACION

La diabetes constituye un serio problema de salud publica a nivel mundial y
nacional. Dentro de la historia natural de esta enfermedad, la IG representa una
etapa previa a.la diabetes, en la cual hay un incremento en los niveles de glucosa,
pero no lo suficienté como para ser diagnosticada como diabetes. En la actualidad
existe controversia reSpecto a los efectos fisioldgicos del consumo de ENNs sobre
la homeostasis de la glucesa, por lo que no existe un consenso sobre los beneficios
de su empleo como agentes{preventivos o de control en personas con obesidad, IG,
o diabetes. La mayoria de los estudios que evaltan los efectos de los ENNs sobre
la respuesta glucémica presentan limitaciones en cuanto a su disefio. Por ejemplo,
la ausencia de un registro calorico) un nlmero de muestra reducido o la falta de un
grupo control cuando se evaltan modelos de"dietas altas en grasas. Ademas, para
esclarecer los efectos que ejercen los*ENNS sobre la respuesta glucémica, es
importante emplear modelos experimentales en“el_cual las dosis empleadas se
adapten a las cantidades reales que una persona conSume habitualmente. Por lo
anterior, decidimos administrar ENNs comerciales, y ajustarsdas dosis de acuerdo a
una IDA para el humano y a la vez comparar ENNs artificiales vs naturales como la
estevia, ya que hay muy pocos trabajos al respecto. El conocimiento generado de
los efectos de los ENNs sobre la glucemia en este modelo animal prepiciara otras
investigaciones en humanos que permitan dilucidar los mecanismos inyolucrados

en sus efectos a corto o largo plazo.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La IG"se ha considerado un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes. La
transicion'de las alteraciones metabdlicas que caracterizan a la IG y que preceden
a la diabetes‘pueden documentarse desde afos atras. Las estimaciones actuales
indican que alrededor del 70% de personas con estados de hiperglucemia
moderada eventualmente® desarrollaran diabetes. El estilo de vida occidental ha
visto a la IG y su progresion a diabetes convertirse en una de las mayores
emergencias de salud publica’a nivel mundial y nacional, motivo por el cual es de

gran relevancia realizar estudios.a este nivel de la gestacion de la enfermedad.

Considerando la prevalencia“actual deydichas alteraciones en el estado de salud,
los productos alimenticios que™contienensENNs y los que se emplean como
sustitutos de azucar han ganado gran, popularidad en las ultimas décadas. Su
consumo ha sido recomendado generalmente como\una alternativa para reducir los
niveles de glucosa en sangre y el peso corporal en_personas con obesidad, IG o
diabetes debido a que brindan una gran potencia de dulzura sin proveer calorias al

organismo.

Algunos estudios evallan los efectos que estos aditivos generan sobre la ingesta
caldrica o la presion arterial, mientras que otros se enfocan en las ‘Censecuencias
de su consumo sobre el peso corporal, obesidad, diabetes o cancer. En‘gé€neral, se

han publicado una serie de estudios que postulan una variedad de ‘efectos
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beneficiosos, aunque, como se ha mencionado anteriormente, la ingesta de ENNs

podria eenducir al efecto contrario para el que han sido recomendados.

Otro aspecto.que dificulta la comprension de los efectos de estos aditivos es que, a
pesar de que 'se_han reportado efectos adversos durante la administracion cronica,
generalmente se han-empleado dosis que no corresponden a lo que habitualmente
un humano podria consumir, lo que complica su comparacién. Es por ello, que
resulta oportuno examinarmnas a profundidad sobre estos productos comerciales a
través de un disefio de estudiosmejor controlado y que se adapte a las condiciones
de la vida real. Por lo anterior, la pregunta de investigacién surge de la necesidad
de investigar dichos efectos*Sgbre la-respuesta glucémica. Para esto, se empled un
disefio paralelo, en el cual se comparo los-efectos crénicos del consumo de ENNs

comerciales en ratas Wistar sanasy_eon intolerancia a la glucosa.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cuales son los efectos del consumo de edulcorantes no nutritivos sobre la

respuesta glucémica en ratas Wistar sanas y con intolerancia\a_la glucosa?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los efeetos de edulcorantes no nutritivos sobre la respuesta glucémica en
ratas Wistar sanas'y con intolerancia a la glucosa.

5.2 Objetivos especificos

1. Inducir intolerancia @ la.glucosa mediante un modelo de dieta hipercalérica.

2. Determinar los efectos de la-administracion de sucralosa, aspartame, estevia
y rebaudidésido A sobre.lasingesta caldrica, el peso corporal y la respuesta

glucémica postprandial.

3. Determinar los efectos de sucralosa, aspartame, estevia y rebaudiésido A

sobre los niveles plasméticos de glucosa, triglicéridos, colesterol total y HDL

en ayuno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Institueiones participantes

El presente’estudio se realizé en el Departamento de Bioguimica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autobnoma de México (UNAM) en conjunto con
el Laboratorio de‘.Bioquimica de Enfermedades Metabdlicas de la Divisidon
Académica de Ciencias de la Salud de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco

(UJAT).

6.2 Animales

En un estudio cronico, paraleley aleatorizado y controlado, se emplearon ratas
macho Wistar (N = 112) con peso’corposal de 150-200 g de 6-8 semanas de edad
obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales se
alojaron en jaulas de policarbonato, bajo.condiciones controladas de temperatura
(18 °C a 26°C), ventilacién (12 a 15 cambios de aire por hora), humedad relativa
(45% a 60%) y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h’(Z:00 am - 7:00 pm). Los
cuidados y la experimentacion animal se realizaron de acuerdo a la norma oficial
mexicana, NOM - 062 — ZOO — 1999 y a los lineamientos establecidos por el comité

de investigacion para el cuidado y uso de animales de laboratorio deta UNAM.

6.3 Descripcion general del estudio

La primera fase del estudio comprendi6 la induccion de IG mediante un modelo.de

dieta hipercalorica. Después de un periodo de habituacion de una semana, +los
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animales se dividieron aleatoriamente en dos grupos: grupo dieta hipercal6rica
(DHG) y/grupo dieta normal (DN). La IG fue inducida en el grupo DHC, el cual recibié
una dieta alta en grasas (DAG) y sacarosa al 30% diluida en el agua de beber
durante 8 semanas. El grupo DN (control) consumio una dieta estandar para
roedores (LabDiet'Rodent® 5001) y agua potable. En la segunda fase del estudio se
evaluaron los efectos’del consumo de ENNs durante 8 semanas en los dos modelos
animales: 1) ratas sanas y 2) ratas con IG. Las ratas sanas consumieron DN y a
aguellas con IG continuaron/Con la DAG durante el periodo experimental. Previo al
inicio de la segunda fase, losg/animales tuvieron una semana de habituacion y
posteriormente, los animales de cada modelo se aleatorizaron y se asignaron a los
diferentes tratamientos. En ambas fases,.la ingesta de alimentos y liquidos fue ad
libitum. Se realizé una prueba de-tglerancia al almidén (PTA) antes y después del
periodo experimental con los ENNs. Despuésde las 8 semanas de tratamiento, se
recolectaron muestras de sangre para las determinaciones bioquimicas y se realizo

el sacrificio de los animales (Fig. 1).

Tratamiento edulcorantes

|
[ I

Induccion de IG Ratas con 1§

fsem | DHC(®sem) | fsem|  DAG(sem) | 7sem

Ratas sanas Ratas sanas
| 1sem | DN (8 sem) | 1sem | DN (8 sem) 1 sem
- Habituacion . .
- Aleatorizacion
-PTA -PTA
- Aleatorizacion - Sacrificio
- Habituacion - Det. Bioq.

Figura 1. Descripciéon general del estudio.
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614 _Edulcorantes

Se emplearon marcas comerciales de sucralosa (Sweeny plus®), aspartame
(Selecto Brand®) y estevia (Selecto Brand®), cuyos contenidos se muestran en la
Tabla 1. La sacarosa se adquirié de una marca comercial (Zulka®, azlcar de cafia
refinada) y la glucosa pura de Roquette corporation. El extracto de reb A se adquirié

de Anhui Minmetals,Hefei, China (98% de pureza).

Tabla 1. Contenido de ENN.y glucosa en los sobres comerciales

Marca ENN Cantidad de  Cantidad de
edulcorante glucosa
Sweeny plus Sucralosa 1.3% 98.7%
Selecto Brand Aspartame 4% 96%
Selecto Brand Estevia 3% 97%

6.5 Procedimientos del estudio

6.5.1 Induccion de intolerancia a la glucosa mediante dietashipercalérica

Un grupo de ratas (n = 68) se sometié a DHC durante 8 semanas,a,cual consistié
de DAG y sacarosa. La DAG se preparé combinando el alimento comercial molido
con manteca de cerdo. El alimento estdndar molido (LabDiet Rodent® 5001)
homogenizado con la manteca de cerdo proporcionaron en conjunto el 60%-de las

calorias como grasa. La preparacion de esta dieta consistio en la molienda<de
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alimento estandar hasta obtener un polvo fino. Se pesaba 1 kg de alimento molido
y sedintegraba a la manteca de cerdo, a la misma se le adicionaban 100 mL de
agua/kg detalimento para formar una mezcla homogénea. Se elaboraban los pellets
y se conservahan en bolsas de plastico a -20°C hasta su posterior uso. A la DAG
se le incorpord unajsolucion de sacarosa al 30% diluida en el agua de beber (300
g/L). El registro del.consumo de alimentos y liquidos se realizé diariamente para
calcular la ingesta caldrica ad libitum. El pesaje de los animales se efectu6é una vez
por semana. Una semana deSpués del periodo de induccion, se realiz6 la PTA para

confirmar la IG.

En el presente estudio se”decidio-emplear el modelo de DHC porque se ha
demostrado que el desarrollo de resistenciara la insulina, la disfuncion en las células
B-pancreaticas y la IG se desarrollansen un'corto periodo de tiempo. Este modelo
reproduce las caracteristicas metabdlicas de la intolerancia en el humano y simula
las condiciones nutricionales por las cuales en los™individuos se predispone la

aparicion de la enfermedad (la Fleur y cols., 2007).
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6:5.2°Evaluacion del efecto de los edulcorantes

Se desarrollé un estudio crénico que consistié de 8 semanas de tratamiento con
ENNs. Lasvanimales se asignaron por aleatorizacion estratificada para cada
tratamiento de acuerdo al nivel de glucemia basal y al peso corporal de cada animal,
(ver Fig. 5 en la seecion de resultados). La aleatorizacion se llevo a cabo mediante
la generacion de nUmeros al azar por computadora en la pagina random.org. Los
efectos del consumo de ENNs se evaluaron en los dos modelos animales: 1) ratas
sanas (n = 48) y 2) ratas conlG, (n = 64). Las ratas sanas recibieron DN y aquellas
con IG consumieron DAG durante/el periodo experimental. La composicion caldrica

de la DN y la DAG se muestra’en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la DNy la DAG durante el periodo experimental

Cantidad
Componente
DN (n = 48) DAG (n = 64)
Carbohidratos (%) 57.94 26.76
Proteinas (%) 28.67 13.24
Grasas (%) 13.38 60.00
Calorias (kcal/g) 3.36 4.66

6.5.2.1 Tratamientos

Los ENNs evaluados fueron sucralosa (n = 8), aspartame (n = 8), esteviay(n =8) y
reb A (n = 8). El reb A se eligié porque es uno de los GE mas abundantes en la hoja
de estevia, con mayor potencia de dulzura (200-400x) que el estevidsido (150-300x)

con respecto a sacarosa y el que deja menor resabio amargo al ingerirse (Nettleton
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y'cols., 2019). En ambos modelos se incluyd un grupo con sacarosa al 4% (n=8) y
debido_a que cada sobre comercial de sustituto de azlcar contiene un porcentaje
de glucosa;"se agrego un control de glucosa al 4% (n = 8). En las ratas con IG se
introdujeron dos\grupos mas, uno que recibié sacarosa al 30% (n = 8) y el otro solo
agua (n = 8). Se @signaron 4 animales por caja (2 cajas por tratamiento). Todos los
edulcorantes se diluyeron en el agua de beber. La distribucién aleatorizada de los

tratamientos en cada modelo, se muestra en la Fig. 2.

N=112
I l
Ratas sanas Ratas con IG
n=48 n =64
! Aleatorization l'

Asp Est Agua Asp Est Gluc 4%

n=8 n=8 ns38 n=8 n=8 n==8

Gluc 4% Reb A Sac 4% Suc Reb A Sac 4% Sac 30% Suc

n=8 =8 n=8 =8 =8 n=8 n=8 =8

Figura 2. Distribucion de los tratamientos. gluc, glucosa; sac, sacarosa; suc,
sucralosa; asp, aspartame; est, estevia; reb A, rebaudiosido.A.

6.5.2.2 Dosis

La dosis empleada para cada edulcorante se definié con base en la'IDA (US FDA)
para el humano (Tabla 3). La dosis administrada de cada ENN se calculé’Con base
en la: IDA (mg/kg de rata/dia) x peso promedio (kg) / promedio de ingesta diaria de

agua (Suez y cols., 2014). La preparacion de todas las soluciones con sustituto, de
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azuear se realiz6 diario ajustando la glucosa al 4% en la solucion (ver Fig. 6 en la

secciénsde resultados).

Tabla 3. Valeres de la IDA de los ENNs establecida por la US FDA y su
equivalente emsobres

ENN IDA de la US FDA No. de sobres de edulcorantes
(mg/kg/d) de mesa equivalentes a la IDA
Sucralosa 5 23*
Aspartame 50 75*
Estevia 4 o*

*Informacion obtenida de la US FDA (20438).

6.5.2.3 Mediciones de ingesta/de alimento, liquidos y peso corporal

Durante el periodo experimental_se llevé.a cabo un registro diario del consumo de
alimento (g) y liquidos (mL). La estimacion del consumo se realizé mediante la
diferencia de la cantidad inicial del dia previo menos la cantidad final de alimento o
liquido encontrada. Las jaulas se controlaron etidadosamente para detectar
desperdicio de alimento. Los bebederos donde se mantenia el agua también eran
revisados para detectar cualquier fuga u obstruccién que(alterara el consumo. El
pesaje de los animales se efectud dos veces por semana para mejorar el ajuste en
el consumo de los ENNSs. Para llevar a cabo los registros de alimento-y el pesaje de

los animales se empled una balanza de precision (Precisa BJ 2200C).
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6:5.2°4 Ingesta calorica ad libitum

Se efectuaron los célculos de la ingesta caldrica de alimentos y liquidos consumidos
durante el‘\periodo experimental. Para esto, se sumé la cantidad de calorias
ingeridas durante Ja semana y se dividi6 por el peso promedio de cada caja
correspondiente 'deda semana. La ingesta calorica ad libitum se expresé en kcal/kg

de peso corporal.

6.5.2.5 Prueba de tolerancia al almidon

Se realizé la prueba de tolerancia al almidén (PTA) antes y después de los
tratamientos con los edulcorantes. En cada PTA, los animales se sometieron
previamente a un periodo de ayuno por 12 horas. Se realizé puncién caudal de la
rata y se determind la glucemia basal.(tiemp0'0) utilizando un glucometro (FreeStyle
Optium Neo; Abbott, Alameda CA,(USA).“Posteriormente, todos los animales
recibieron una carga de almidén rapidameénte digerible (3 g/kg/rata; Amioca®, 100%
digerible) via orogastrica y se midio la glucosa postprandial después de 30, 60, 90
y 120 minutos. La Amioca® se emplea cominmente €omo control en estudios

metabdlicos (Bodinham y cols., 2014; Garcia-Vazquez y cols’,.2019).
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6:5.3"Sacrificio

Al término de las 8 semanas de tratamiento con los edulcorantes, los animales se
anestesiaton' con una dosis baja de pentobarbital sédico (PiSA®, 35 mg/kg/peso) via
intraperitoneal ‘con.el objetivo de sedar al animal. El pentobarbital es un barbitdrico
de accion prolongada. Este método evita el estrés o el dolor del animal, ademas,
representa una alternativa.eficaz de anestesia para estudios sobre metabolismo, ya
gue investigaciones previas.indican que no interfiere con los niveles de glucosa o
insulina en plasma en ratas Wistar (Guarino y cols., 2013; Sano y cols., 2016). Se
culmind la eutanasia por medio desexanguinacion via puncion cardiaca para obtener
muestras de sangre para-las determinaciones bioquimicas en suero. La
manipulacion de los animales” seyrealizé sélo cuando se requeria para evitar el

estrés de los animales en la mayor/medida pesible.

6.5.4 Determinaciones bioquimicas

Se colectaron muestras de sangre en tubos BD Vacutainer® y fueron centrifugadas
a 4000 rpm durante 7 min, el suero se separo por duplicado en viales de 2 mL y se
congelaron inmediatamente a -70°C hasta su posterior analisis«La cuantificacion de
los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol total y HDL se realizaron en el
Analizador Automatizado de Quimica Clinica A25 (BioSystems®/Reagents &

Instruments S.A, Antioquia, Colombia).
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6:5.5"°Andlisis estadistico

En los”estudios experimentales el nimero adecuado de muestra depende de la
técnica estadistica con la cual se analicen los datos; en general, el minimo tamafio
de muestra comunmente aceptado es de 6 (Charan & Kantharia, 2013). Sin
embargo, es necesario estimar las pérdidas que pueden ocurrir por diversos
factores. En este estudio.decidimos incluir 8 animales por grupo, para tomar en
cuenta posibles pérdidas_que pudieran ocurrir en el transcurso del experimento.
Para el analisis estadistico ‘se-utilizo el software GraphPad Prism version 7.0 (San
Diego, CA, U.S.A) para Windowsv Para evaluar la normalidad de la distribucion de
los valores para cada variable; se analizaron los resultados mediante la prueba de
D"Agostino-Pearson. Todos 10S datos se“expresaron como media + error estandar
de la media (EEM) y se consideraron ‘estadisticamente significativos aquellos

valores de p < 0.05.

En los resultados del modelo de induccion de IG, las areas bajo la curva (ABC) de
los pesos corporales, la ingesta caldrica y la respuesta glucémica se compararon
mediante la prueba t de Student no pareada; en los resultados‘de los efectos de los
ENNs, el ABC de los pesos corporales, el ABC incremental (ABCi) de la ingesta
caldricay las respuestas glucémicas finales se compararon con ANOVA de un factor
post hoc de Dunnet. Los cursos temporales de la respuesta glucémica.incremental
antes vs después de los tratamientos se compararon mediante ANOVA'de dos
factores post hoc de Sidak. Las variaciones en los parametros bioquimices ‘se
compararon con ANOVA de un factor post hoc de Dunnet.
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7. RESULTADOS

Para la evaluacion de los efectos del consumo de los ENNSs, un total de 112 ratas
macho Wistar.iniciaron este estudio, de las cuales 8 no lo completaron, seis ratas
qgue pertenecian al*Fmodelo con IG y las otras dos que correspondian al modelo de
ratas sanas. A coatinuacion, se presenta el analisis de los datos para las 104 ratas

gue completaron el estudio.

7.1 Inducciéon de IG mediante DHC

7.1.1 Efecto de la DHC sobre el'peso corporal y la ingesta caldrica

Inicialmente, los pesos corporales en ambos grupos fueron similares (DN, 178.48 +
5.14,n =45 vs DHC, 174.59 + 3.75/n = 644p < 0.05). En la Fig. 3a se muestran los
resultados del ABC temporal de crecimiento. EFABCpHc mostré menor peso corporal
respecto al ABCon (DN, 2309 + 42.3 vs' DHC, 2126+ 40.13, p = 0.0025). Al final, la
DHC mostro una reduccion significativa en el peso cerporal comparada con la DN

(DN, 376.52 + 5.72 vs DHC 339.42 + 6.80, p < 0.05).

Con el propésito de determinar la ingesta calorica, se determind el consumo de
alimento sélido (g/kg) y de liquidos (mL/kg). Los animales con BPHC consumieron
menos alimento que aquellos con DN (DHC, 50.77 + 1.11 vs DN, 90.33% 1.55). En
relacion al consumo de liquidos, el grupo DHC consumié menos volumen-ge Jiquidos
gue el grupo DN (DHC, 98.95 +4.10 vs DN, 206.1 + 7.41). En la Fig. 3c se muestran

los resultados de la ingesta cal6rica a través del tiempo. A pesar de que el consumo
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de_lJiquidos y alimento fue mayor en el grupo DN, las ratas del grupo DHC
consumieron significativamente mayor cantidad de calorias (DN, -29.49 + 4.94 vs
DHC, 1409+ 9.719, p < 0.05). EI ABCpbn disminuy0 la ingesta calorica en el tiempo

respecto al ABCpHc (DN, -1317 + 226.8 vs DHC, 5687 + 1362, p < 0.0001) (Fig. 3d).
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Figura 3. Efectos de la DHC sobre el peso corporal y la ingesta caldrica durante‘la fase de
induccién de IG. a) Peso corporal. b) ABCp.. c) Ingesta caldrica. d) ABCic. Los datos'se presentan
como media + EEM. La curva de peso corporal se analizé mediante la prueba multiple“de™typor el
método FDR (Fate Discovery Rate). La curvade lal.C. y las ABC y se compararon mediante'la prueba
t de Student no pareada. Los valores con una *p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. DN, Dieta normal; DHC, Dieta hipercalérica; ABC, area bajo la curva, p.c, peso corporal;
I.C, ingesta caldrica.
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7.1.2°Efecto de la DHC sobre la respuesta glucémica

Para determinar los efectos de la DHC sobre la respuesta glucémica se realizé una
PTA al finalizar el periodo de induccion de 8 semanas. Como se puede observar en
la Fig. 4a, los niveles de glucemia basales no difirieron entre los grupos de estudio
(DN, 72.65 + 1.19 w/s DHC, 73.60 £ 1.17). Durante la prueba, la DHC alcanzé la
mayor respuesta glucémica con un valor maximo a los 60 min y hasta los 120 min
respecto a DN (DHC, 114.77 £ 1.35 vs DN, 109.42 + 1.27, p < 0.05). En la Fig. 4b,
el ABC120 min mostré que la respuesta glucémica de DHC fue mayor con respecto a

DN (DN, 12379 + 110.9; DHC, 13072 + 128.7, p = 0.014).
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Figura 4. Efecto de la DHC sobre la respuesta glucémica postprandial ‘durante una PTA
realizada al final del periodo de induccién de IG. a) Respuesta glucémica, b) ABCi20'min. LOS datos
se presentan como media + EEM. Se realiz6 ANOVA de dos factores con prueba posthoc de Sidak
y las ABC120 min S€ cOmpararon mediante una prueba de t de Student. Los valores contha*p < 0.05
se consideraron estadisticamente significativos. DN, Dieta normal; DHC, Dieta hipercaldrica; ABC,
area bajo la curva.
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7v2_Evaluacion del efecto de los edulcorantes

7.2.1 Asignacion de tratamientos con ENNs

Antes de iniCiar la fase de tratamientos, los animales se dividieron en grupos de 8
mediante aleatorizacion estratificada tomando en cuenta su peso corporal y la
respuesta glucémica(Fig. 5). Los resultados muestran que no existieron diferencias
significativas entre los diferentes grupos de animales en relacién a su peso corporal

(p > 0.05) o0 a su respuesta-glucémica (p > 0.05).
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Figura 5. Asignacion aleatorizada de los tratamientos con base al peso corporal y larespuesta
glucémica de los animales. a,b) Peso corporal c,d) Respuesta glucémica. Los\pesos se
compararon mediante ANOVA de un factor con prueba post hoc de Tukey. La respuesta glucémica
se compar6é mediante ANOVA de dos factores con prueba post hoc de Tukey; n” =) 8
animales/tratamiento.
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7.2.2°Ingesta diaria de los ENNs administrados

Las variaciones en el consumo de liquidos se capturaron por dia/caja. Esto se
realiz6 para asegurar que los animales ingirieran la dosis deseada (1 IDA) por dia.
La Fig. 6 muestra que en las primeras semanas existi6 mayor variacion, sin
embargo, las dosis’censumidas se fueron ajustando a los valores deseados a traves
del tiempo. Los valorespromedio de la ingesta para cada uno de los ENNs y los

valores de la IDA establecidos también se pueden apreciar para cada tratamiento.
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7.2.3'Efecto de los ENNs sobre el peso corporal

En la Figs 7 se muestra el curso temporal del efecto del consumo de ENNs sobre el
peso corporal con su respectiva ABC. Como se puede observar en ratas sanas, el
aspartame mostro menor incremento del peso corporal a través del tiempo respecto
al control (asp, 2940 + 288.5 vs gluc 4%, 3622 = 162.20, p = 0.0412). Aunque
sucralosa y estevia' mostraron una tendencia a disminuir el peso corporal, no
alcanzaron significancia estadistica. En ratas con IG, no se observaron diferencias

significativas de ningun tratamiento respecto al control.
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Figura 7. Efecto de los ENNs sobre el curso temporal de los pesos corporales. a) ratas-sanas,
b) ABCy.c ratas sanas, c) ratas con IG, d) ABCyp. ratas con IG. Los datos se presentan como media
+ EEM. Los pesos se analizaron con la prueba de t mdltiple y las ABC se compararon con ANOVA
de un factor post hoc de Dunnet. Los valores con una *p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. ABC, area bajo la curva; p.c, peso corporal; n = 8 animales/tratamiento.
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7.2.4Efecto de los ENNs sobre la ingesta calérica

Los resultados del efecto del consumo de ENNs sobre la ingesta calorica
incrementahse muestran en la Fig. 8. En ratas sanas se observé una tendencia de
los ENNs a aumentar la ingesta calérica respecto al control. Sin embargo, no se
encontro significaneia estadistica. En ratas con IG los resultados fueron inversos,
los ENNs mostraron‘unatendencia a disminuir la ingesta calérica respecto al control.
Las ABCibn-bac N0 mostraren diferencias significativas. No obstante, se observé una
tendencia de los animales a disminuir su consumo calérico con respecto al inicial en

ambos modelos.
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Figura 8. Efecto de los ENNs sobre laingesta cal6rica incremental. a) ratas sanas, b)\ABCi ratas
sanas, c) ratas con IG, d) ABCi ratas con IG. Los datos se presentan como media = EEM. L@s cursos
temporales incrementales de la ingesta calérica y el ABCi se compararon mediante ANOVA«de\un
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incremental; n = 8 animales/tratamiento.
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7.2.5'Efecto de los ENNs sobre la respuesta glucémica

Es importante destacar que los resultados en estos experimentos corresponden al
efecto cronico que los ENNs ejercieron a lo largo de las 8 semanas de
administracion. Al final de este periodo, se practicdé una PTA después de un periodo
de ayuno de 12 hs“Se investigaron los efectos del tratamiento cronico sobre la

respuesta glucémica gdmparada con un control (glucosa 4%).

7.2.5.1 Resultados de las Curvas de glucosa finales

En las ratas sanas no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
con respecto al control (p > 0.05). Sin embargo, en la Fig. 9a se puede observar que
el control mostro el nivel mas alto de respuesta glucémica, y contrario a lo esperado,
los ENNs mostraron niveles menores.de glu€emia postprandial. El pico mas alto que
alcanzé6 la mayoria de los ENNs fuefa los 60 min con una diminucién glucémica
gradual muy similar, solo la sucralosa” mostro{ un pico maximo a los 30 min
disminuyendo la glucemia progresivamente hasta 40s)120 min. La estevia y el
aspartame mostraron los niveles mas elevados de glucemia respecto a los demas
ENNs. Ademas, el comportamiento de ambos fue muy similar. Elreb A indujo menor
respuesta glucémica que la estevia y el aspartame, mientras que‘la sucralosa a
partir del minuto 60 fue similar a reb A. En la Fig. 9b, el ABCi mostrdyque, de todos
los tratamientos, la sacarosa 4% ejercio significativamente la menog~respuesta

glucémica respecto al control (p = 0.0054).
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En_ratas con IG, los ENNs se comportaron diferente y dos de ellos mostraron
diferencias significativas. En la Fig. 9c se observa que el control indujo la menor
respuestaglucémica, por debajo de sucralosa, estevia y reb A. En el curso temporal
de las glucemias, no se encontraron diferencias significativas, pero se pudo
observar que aspartame, mostré una repuesta similar a glucosa. La sacarosa 4%
elevo los niveles de glucemia, alcanzando valores similares a los tratamientos con
agua y sacarosa 30%, solosque ésta ultima alcanzé un pico pronunciado a los 90
min y a partir de este tiempo, la-glucemia se mantuvo mas elevada respecto a los
demas tratamientos. La estevia€levo mas la glucemia con un pico maximo a los 90
min y con cambios mas pronunciados a lo largo del tiempo en comparacion a reb A.
En la Fig. 9d se muestra el ABCi del modelo de ratas con IG, la cual sefiala que
sucralosa, estevia, sacarosa 4%. y sacarosa 30% mostraron diferencias

significativas respecto al control (p < 0.05).
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Figura 9. Efecto de los ENNs sobre la respuesta glucémica postprandial. Los ENNs se
administraron durante 8 semanas, previos a la prueba de tolérancia al almidon. Los datos se
presentan como media + EEM. Los cursos temporales de glucemia y el ABCi se compararon
mediante ANOVA de un factor post hoc de Dunnet. ABCi, area bajo_la,curva incremental; n = 8
animales/tratamiento.
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7.2.5.2 Resultados de las curvas de glucosa antes vs después de los tratamientos

Por otro lado, se compard la respuesta glucémica postprandial antes vs después de
la administracion de los ENNs. Los resultados del modelo de ratas sanas se
muestran en ‘la JFig. 10. En éstas, se observd que el control aument6
significativamente_en la respuesta glucémica después del tratamiento con glucosa
al 4%. Ninguno de los™otros tratamientos con ENNSs elevo la respuesta glucémica
postprandial en comparacién con los valores antes del tratamiento y con relacién a
la respuesta observada en‘ebcontrol. En el grupo con sacarosa 4% disminuyeron
los niveles de glucemia a los'30 min, sin embargo, a partir de los 60 min se

alcanzaron niveles muy similares a los valores antes de iniciar el tratamiento.

Los resultados del modelo de ratas icon 1G se muestran en la Fig. 11. En éstas, los
resultados del control con glucosa al4% mostraron una disminucion en la respuesta
glucémica comparado con los valores observades.en la curva antes del tratamiento
con ENN. Estos resultados fueron contrarios a los observados en ratas sanas donde
la glucosa indujo aumento de la respuesta glucémica. NQ se encontraron diferencias
significativas antes vs después de sucralosa, estevia y reb A/El aspartame mostrd
un comportamiento muy similar al control con glucosa al 4% induciendo una
reduccion en la respuesta glucémica en relacion a la respuesta anté€s de iniciar el

tratamiento.
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Figura 10. Respuesta glucémica postprandial antes vs después de los tratamientos‘eon=los
ENNs en ratas sanas. Los datos se presentan como media = EEM. Los cursos temporales‘dedas
glucemias se compararon mediante ANOVA de dos factores post hoc de Sidak. Los valores conuna
*p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. n = 8 animales/tratamiento.
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Figura 11. Respuesta glucémica postprandial antes vs después de los tratamientos‘eon=los
ENNs en ratas con IG. Los datos se presentan como media + EEM. Los cursos temporales/de
glucemia se compararon mediante ANOVA de dos factores post hoc de Sidak. Los valores con una
*p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. n = 8 animales/tratamiento.
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7:2.6 Efecto de los ENNs sobre diversos parametros bioquimicos en ayuno

Con relacion a los efectos del consumo de ENNs sobre algunos metabolitos en
ayuno, en ratas sanas (n = 46) se pudo observar que el tratamiento con aspartame
elevo los niveles de colesterol total respecto al control (asp, 76.43 £ 5.27 vs gluc,
51.38 = 4.90, p £ 0.0010). Interesantemente, la estevia incremento los niveles de
triglicéridos en contraste, al control (estevia, 56.29 + 3.98 vs gluc, 38.63 £ 3.02, p =
0.05). No se observaron,diferencias significativas en los niveles de glucosa y HDL
(p > 0.05). En ratas con IG (n-='58), como es de esperarse, la sac 30% aumento los
niveles de glucosa con respect@ al control (sac 30%, 166.50 + 11.80 vs gluc, 111.4
1+ 9.76, p = 0.02). En estos grapos, no se encontraron diferencias significativas en

los niveles de colesterol total, triglicéridosy HDL (p > 0.05).
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8. DISCUSION

El presente estudio demostro que la ingesta de sucralosa, aspartame, estevia o reb
A durante*8 semanas no incremento la respuesta glucémica postprandial en ratas

sanas y con intolerancia a la glucosa.

8.1 Induccién de IG'mediante DHC

En este estudio se desarrollé un modelo de IG mediante la administracion de una
DHC. Reportes previos hans@emostrado que el consumo de dietas con alto
contenido en grasas y alto contenido.en carbohidratos a libre eleccion conduce a la
disfuncién parcial de las céltlas B-pancreaticas, lo que conlleva al desarrollo de I1G
en un corto periodo de tiempo (Diepenbroek y cols., 2017; la Fleur y cols., 2014, la
Fleur y cols., 2010; Podell y cols., 20247). Este tipo de modelo es adecuado porque
refleja las condiciones nutricionales degladieta occidental mediante las cuales los
individuos desarrollan alteraciones metabdlicas™yque los predisponen a

enfermedades cronicas como la diabetes (Zhou y cols?,.2014).

Durante la primera fase del estudio se determiné qué efeetos\tuvieron las dietas
sobre el peso corporal. Los resultados mostraron que la DHC indujomenor ganancia
de peso corporal en las ratas después de 8 semanas de tratamiento_respecto al
grupo DN. Estos resultados difieren de los reportados por otros estudios en
roedores, donde la DHC incrementdé el peso corporal (Chen y cols., 2011 Zhou y

cols., 2014).
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Apesar de que los animales del grupo con DHC mostraron menor incremento en el
peso‘corporal, fueron los que mantuvieron una mayor ingesta calérica con un menor
consumo deyalimento y liquidos en contraste con los resultados observados en el
grupo DN. Estes resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores
empleando el mismo_tipo de dieta (Pinyo y cols., 2019; Yang y cols., 2012). El menor
consumo de alimentos en los animales del grupo DHC puede explicarse
parcialmente por la conocida respuesta compensatoria que los roedores mantienen
ante la adicion de alimentos-con alta densidad energética, en especial de
carbohidratos. Este tipo de dietafesulta en una mayor ingesta caldrica, pero en una
disminucién en la calidad de los nutrimientos, como las proteinas. Lo que contribuye
al desarrollo de los desordenesimetabalicos (Cheny cols., 2011; DiMeglio & Mattes,

2000).

Nuestros resultados son similares a ungestudio realizado por Gomez-Crisdstomo y
cols. (2018). Ellos encontraron que un grupo de-ratas alimentadas con DHC
ingirieron mayor cantidad de calorias y presentaron menor ganancia de peso. Su
estudio sugiere que esto puede atribuirse al estado de malnutricion que los animales
desarrollaron. En otras palabras, se ha propuesto que el execeso calérico provisto
por la ingesta de la solucién con sacarosa contribuye a la disminucién del consumo
de alimento, lo cual puede derivar en una menor ingesta de nutrimentos importantes,

tales como proteinas, vitaminas y minerales (Cheny cols., 2011).

Otros estudios han revelado que aquellas ratas que consumen una proporcion muy

baja de proteinas en la dieta pueden desarrollar una disminucion de la masa
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muscular por incremento de la termogénesis en el tejido adiposo, lo que conduce a
una menor ganancia de peso (Ceolin y cols., 2019; Murphy y cols., 2018). Esto
concuerdaccon el tipo de dieta que consumieron nuestros animales durante las 8
semanas de induccion, la cual consistidé de una dieta alta en grasas (60%), alta en

carbohidratos (30%)obtenido de la sacarosa) y baja en proteinas (13.24%).

Por otro lado, los resultados de la PTA que se emple6 para confirmar la IG, revelaron
que la DHC indujo niveles.de glucemia postprandiales mas elevados que aquellas
ratas que solo consumieron‘ia-BN, como se esperaba. Aunque el nivel de glucosa
maximo alcanzado en la PTA después de la DHC no sobrepaso los 114.77 mg/dL,
se considerd suficiente parasevaluar-ekefecto de los ENNs, debido a que representa
un metabolismo alterado de @lucosa’ sin_alcanzar niveles representativos de

diabetes.

8.2 Efectos de los edulcorantes
8.2.1 Efectos sobre el peso corporal y laingesta calérica

El presente estudio constituye una nueva contribucion al conocimiento actual de los
efectos de los ENNSs sobre el balance energético y el metabolismo glucémico. Hasta
la fecha, existe una gran controversia sobre el beneficio de estas sustancias como
sustitutos del azucar. A pesar de esto, podemos observar el empleo cadavez mayor
de estos aditivos como componentes en una gran variedad de tproductos

alimenticios en nuestro pais. La mayor parte de los estudios sobre el coasumo
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cronico de ENNs han reportado efectos perjudiciales sobre el balance energético,

el pesa.corporal y el metabolismo glucémico en modelos animales y en humanos.

Feij6 y cols.2(2013) mostraron que ratas suplementadas con yogurt (20 mL)
adicionado con sacarina sodica (0.3%) o aspartame (0.4%) durante 12 semanas,
incrementd el peso_cerporal, comparado a la suplementacion con sacarosa (20%),
aunque la ingesta total calorica fue similar entre los grupos. von Poser Toigo y cols.
(2015) encontraron que el eénsumo de aspartame durante la gestacion, predispone
a la alteracion de parametros_metabolicos y conduce a cambios en la conducta de
la alimentacion en la vida adulta en ratas. Bian y cols. (2017) sefialaron que la
administracion de ace-k durante 4 semanas a una dosis de 37.4 mg/kg/d indujo
aumento de peso corporal en ‘tratones sanos. Rosales-Gomez y cols. (2018)
encontraron que el consumo de unassolucién e¢on sucralosa o estevia, empleando
las mismas dosis (4.16 mg/L) de ambog”edulcorantes, indujeron aumento del peso
corporal y mostraron disminucion del consumo de alimentos comparado a sacarosa
(41.66 mg/mL) en ratones sanos. Los diferentes estudies han planteado que la
actividad metabdlica de los ENNs sobre la ingesta caloricay el apetito o el peso
corporal puede ser mediada por: 1) Alteracion de las concentraciones de hormonas
intestinales (incretinas y grelina) mediante la activacion de los reCeptores de sabor
dulce (T1R2/T1R3) orales o extraorales, 2) Alteracion de la eapacidad de
compensacion de las calorias o, 3) Modificacién de la Ml que puede conducir a la
sobrerregulacién de vias proinflamatorias y promotoras de la adipogénesis (Rother

y cols., 2018).
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Los.resultados obtenidos en este estudio, demostraron que el consumo de ENNs
por 8"'semanas no ejercio efectos significativos sobre el peso corporal y la ingesta
calorica epcratas sanas y con IG. A pesar de esto, se pudo observar una tendencia
de los ENNs a¢disminuir la ingesta caldrica respecto a la inicial, sin embargo, esto
no se tradujo €ny.disminucién del peso corporal. Nuestros resultados son
consistentes con algunas investigaciones en roedores y en humanos que han
seflalado que el consumo_de ENNs no induce efectos adversos sobre el peso
corporal, la ingesta caléricas0 la- saciedad (Anton y cols., 2010; Soto y cols., 2017;
Uebanso y cols., 2017; Van Wymglbeke y cols., 2004). Otros estudios han mostrado
que el consumo de ENNSs es heneficioso para la pérdida de peso en personas con
IG o diabetes (Peters y cols.,.2014; Sorensen y cols., 2014). Otros estudios han
mostrado una tasa de crecimiento/del peso' corporal mas lenta o sin diferencias
significativas con respecto al control (Mitsutomi'y.cols., 2014; Palmnas y cols., 2014;
Tovar y cols., 2017). Con base a los estudios previos, el consumo de ENNs no

parece estimular mecanismos que aumenten el consumo,caldrico o el peso corporal.

8.2.2 Efectos sobre larespuesta glucémica

El impacto del consumo de ENNs sobre la respuesta glucémica ha,tomado mayor
relevancia desde la publicacion de un estudio realizado por Suez~y\cols. (2014).
Ellos mostraron que el consumo de ENNs induce IG en roedores y humanos. Entre
otros ENNSs, la respuesta mas alta se observé después del consumo de sacarina
(3333 mg/kg/d) en roedores y también se reprodujo en 4 de 7 sujetos sanos despues

de recibir 5 mg/kg/d durante una semana. El desarrollo de la IG fue atribuida a los
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cambios en la composicion y funcion de la Ml causada por el desbalance en la
propercién de ciertos taxones bacterianos. Un estudio reciente mostré que el
consumo .de, sucralosa (1.5%) en ratas bajo un régimen alimentario con DAG
durante 16 semanas produjo efectos similares a la sacarosa (10%); la sucralosa
mostré aumento dela expresion de receptores del sabor dulce (T1R2 y T1R3), que
a su vez estimularon.las concentraciones de GIP y GLP-1, lo que provoco
hiperinsulinemia. Ademas, el tipo de dieta en combinacion con la sucralosa altero la
via de sefalizacion de “a -insulina en el tejido adiposo, disminuyendo las
concentraciones de GLUT-4, leTque resultdé en hiperglucemia (Sanchez-Tapia y

cols., 2019).

En el presente estudio los resultados delsefecto del consumo de ENNs sobre la
respuesta glucémica se presentaron.de dos maneras: 1) El analisis de las curvas
finales de glucosa; y 2) El andlisis con’la, comparacion de las curvas de glucosa
antes vs después de los tratamientos. A nuestro cengcimiento, la mayoria de los
estudios en roedores que evallan los efectos de los“ENNs sobre el metabolismo
glucémico solo han reportado los cambios temporales de la'glucemia al final de los
tratamientos, sin reportar las condiciones de la tolerancia a la. 'glucosa al inicio del
estudio. Sin embargo, el analisis de la respuesta glucémica basal proporciona
informacion valiosa que permite esclarecer si los efectos encontradesS Se deben a
los tratamientos administrados o a las caracteristicas inherentes de los animales de

estudio. Por esta razon, en este trabajo decidimos incluir estas determinaciones.
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Los~Tesultados de nuestro estudio demostraron que los ENNs evaluados no
ejercieron efectos significativos sobre la respuesta glucémica en ratas sanas y con
IG. Esta respuesta se observé cuando se comparo la respuesta glucémica antes vs
después de lostratamientos. No obstante, el analisis estadistico basado solo en los
resultados de las’Curvas finales podria conducir a la incompleta conclusion de que
la sucralosa y la estevia si elevan la respuesta glucémica significativamente en las

ratas con I1G.

Nuestros hallazgos son consistentes con algunos de los estudios crénicos
realizados previamente en roedorés, en los cuales reportan que los ENNs no
afectan el metabolismo glucémico. Rer€jemplo, Mitsutomi y cols. (2014) mostraron
que la ingesta de aspartamel/eritritol (49%0) durante 4 semanas disminuyé la
hiperglucemia comparado a sacarosasen ratones con obesidad. Soto y cols. (2017)
determinaron que después de 12 semanas el consumo de sucralosa (60 mM) no
afecto la tolerancia a la glucosa en ratones alimentades con DHC. En otro estudio,
hallaron que el consumo moderado de sucralosa o aspartame a dosis equivalentes
a 1 IDA durante 6 semanas no presentd efectos adversos_sobre la respuesta
glucémica e insulinémica en un grupo de ratas sanas (Tovarwy cols., 2017). Los
resultados de este ultimo estudio son similares a los nuestros, incluso cuando

utilizamos ratas con IG ademas de ratas sanas.

Por otra parte, algunos estudios han reportado que el extracto acuoso de’estevia
ejerce efectos antihiperglucémicos en ratas diabéticas (Ahmad & Ahmad, 2018;

Jeppeseny cols., 2003; Kujur y cols., 2010) y en humanos (Thomas J.E, 2010). Por
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estafazon, dichos estudios han sugerido el consumo del extracto de estevia para el
manejosde personas con diabetes. En nuestros resultados de las curvas antes vs
después, demostramos que la estevia no modifico significativamente la respuesta
glucémica en . ambos modelos. En un estudio realizado en sujetos con diabetes que
fueron suplementados con GE durante 3 meses, las concentraciones de glucosa en
plasma no incrementaron (Timpe Behnen y cols., 2013). Por otra parte, se ha
sugerido que el extracto de reb A, incrementa los niveles de insulina por la inhibicion
de los canales de potasio dependientes de ATP y la supresion de la secrecion de
glucagon por las células a-pancreaticas (Abudula y cols., 2008), mientras que otros
estudios en ratas sanas indicaron.que bajas dosis de reb A (2-3 mg/kg/d) durante
12 semanas no altero el metabelismo de_ la glucosa y el peso corporal (Nettleton y
cols., 2019) o después de 8 semanas a desis de 0.025 g/kg/d no mejoro el control
glucémico ni la ingesta calérica (Dyrskog y colss 2005). No obstante, los estudios
qgue evaluan la estevia y el reb A aun no son consistentes. Ademas, es escasa la
investigacion acerca de sus efectos sobre el metabolismo glucémico bajo
condiciones dietarias similares a las del humano. También hay que tomar en
consideracion que muchos de estos estudios se basan en el uso del extracto puro

de estevia y no en versiones comerciales.

En los diversos estudios en roedores, la alteracion de la respuesta gluCémica se ha
encontrado después de la carga de glucosa oral cuando los ENNs son
administrados de forma oral a través del alimento sélido (Swithers y cols., 2012) o

del agua de beber (Guly cols., 2017; Palmnas y cols., 2014; Suez y cols., 2014).sNo
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obstante, cuando la carga de glucosa es suministrada mediante canula sin tener
contacter con los receptores del sabor dulce, se ha observado una respuesta
glucémicamarmal a la carga de glucosa (Swithersy cols., 2012; Tovar y cols., 2017).
En otro sentido; se ha hallado elevacion de la glucemia postprandial en ratas
alimentadas con/DAG (Palmndas y cols., 2014; Suez y cols., 2014) y en sujetos con
obesidad (Pepino y-€0ls., 2013) pero no en sujetos sanos (Ma y cols., 2010). La
ausencia de efecto del consumo de los ENNs sobre la respuesta glucémica en ratas
sanas es consistente con les resultados encontrados en nuestro estudio. Es decir,
aungue no se encontraron diferéncias significativas, las curvas finales mostraron
una tendencia de los ENNs a glevar la glucemia con respecto al control solo en el
grupo de ratas con IG, no en ratas sanas. Lo que sugiere que el régimen alimentario
es un factor predisponente para-la.alteracion de la glucemia al consumo de los
ENNSs. En relacion a los efectos deflos ENNs«sobre los niveles de marcadores
biogquimicos en ayunas, no se encontraron efecto§ en ambos grupos. Solo en ratas
sanas, el aspartame elevd modestamente el colesterol e interesantemente, la

estevia incrementé los triglicéridos.

La mayoria de los estudios que evaltan los efectos de los ENNS sobre la respuesta
glucémica presentan limitaciones en cuanto a su disefio. Por ejemplo, la ausencia
de un registro caldrico, nimero de muestra reducido o la falta de un/grupo control
cuando se evallian modelos con dieta alta en grasas o en ocasiones Se emplean
dosis demasiado elevadas que no corresponden a lo que un humano podria.dngerir

de manera habitual. Por dichas razones, las fortalezas del presente trabajo incluyen
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los_siguientes hechos: Se evalué el efecto de los ENNs en dos condiciones
fisioldgieas distintas, se emple6 un tamafio de muestra de 8 animales por
tratamiente;lo que ayuda a disminuir el grado de variabilidad entre los animales. Se
estudiaron loscefectos de diferentes tipos de edulcorantes nutritivos (glucosa,
sacarosa), no nutritivos artificiales (sucralosa, aspartame) y no nutritivos naturales
(estevia, reb A). Se-emplearon versiones comerciales, en vez de la sustancia pura,
ya que estos productos representan la forma habitual en el que las personas los
ingieren. Por otro lado, la mayoria de estudios han empleado dosis muy por encima
del consumo recomendado para®€hhumano. En el presente estudio se administraron
dosis con base a la IDA para cada uno de los ENNs usados. Ademas, El presente
estudio utilizé almidon en lugar-de glucosa en la prueba de tolerancia. La razén de
esta sustitucion fue que una dosis tap” alta de dextrosa (1-2 g/kg) no es
habitualmente consumida por los humanos en“una comida tipica. El almidon es un
carbohidrato dietético predominante y sé encuentra ampliamente en numerosos

alimentos cotidianos (Ble-Castillo y cols., 2012).

Entre las limitaciones de este trabajo podrian mencionarse las siguientes: la
carencia de un control con agua en el modelo de ratas sanas;.el periodo de tiempo
de tratamiento fue solo de 8 semanas por lo que no podemos descartar que periodos
mayores pudieran inducir alteraciones metabdlicas; se emplearon solo animales
machos, por lo que los resultados no se podrian extrapolar a las hembras;da dosis

calculada para el reb A se realizé con base a la IDA que se emplea para estevia (4
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mg/kg/d) y no de acuerdo con los “equivalentes de esteviol” lo cual incrementaria

este valor a 12 mg/kg/d.
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el consumo de ENNs durante 8 semanas a dosis
equivalentes'a una IDA no incremento la respuesta glucémica en ratas sanas y con

IG.

Los ENNs no indujeron cambios sobre el peso corporal en ratas sanas y con IG.
Tampoco modificaron 1a ingesta caldrica, sin embargo, mostraron una tendencia a

disminuir la ingesta caldrica en ambos grupos, y mayormente en ratas con IG.

Los ENNs no modificaron los niveles en ayuno de glucosa, triglicéridos, colesterol y

HDL en ratas sanas y con |Gt

10. RECOMENDACIONES

Realizar estudios en animales de ambos_sexos+«€on un mayor periodo de tiempo de

suplementacioén y considerar una edad menor en'los animales.

Realizar estudios en humanos durante un periodo adecyado y empleando dosis que

puedan ser representativas del consumo habitual.

Se requieren posteriores estudios en humanos para dilucidar_o6s. mecanismos
involucrados en los efectos potenciales de estas sustancias sobre elpeso corporal,

el apetito y la respuesta glucémica.
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