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Glosario

GLOSARIO

Alteracion de la homeostasis de la M,
provocando cambios en su composicion funcional
y actividad metabdlica, o cambios en su
distribucion local. Se caracteriza por presentar: 1)
Pérdida de organismos beneficiosos, 2)
Crecimiento excesivo de organismos
potencialmente dafinos y 3) Pérdida de la

diversidad bacteriana.

Riqueza de especies de una comunidad. Refleja
la heterogeneidad de la comunidad con base en
el numero de especies presentes y su

abtindancia relativa.

Mide las diferencias en la composicion bacteriana
deuna oumas muestras. Se puede medir de forma
cuantitativa .o cualitativa. En la primera se
considera la abundancia de los microorganismos
observados, mientras que en la segunda solo se

tiene en cuenta la presencia o ausencia.

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

calorico.

Estimacion de la cantidad de “um aditivo
alimentario que una persona puede ingeriritodos

los dias durante toda la vida sin afectar la'salud.
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Glosario

Intolerancia a la glucosa

Microbioma

Microbiota intestinal

Microbiota sana

OoTU

Secuenciacion de siguiente

generacion

Estado de hiperglucemia intermedia entre la
regulacion normal de la glucosa y la diabetes. Se
caracteriza por la elevacion de la respuesta
glucémica 2 horas después de la ingesta de 75 g
de glucosa (=140 y <199 mg/dL).

Contenido genomico colectivo de la microbiota
que expresa 100 veces mas genes que el
hospedero humano y desempefia un papel
esencial en la patogénesis de la enfermedad y la

salud.

Complejo ecosistema de microorganismos que
coexisten en relacion simbidtica, comensal o
mutyalista con el hospedero a lo largo del tracto
gastrointestinal.

lkkos-principales indicadores para definirla son su
riqueza (cantidad de microorganismos) y su
biodiversidad'(cantidad de especies).

Unidad de clasificacidn de grupos de organismos

estrechamente relacionados.

Grupo de tecnologias disefiadas\para secuenciar
gran cantidad de segmentos de"ADN de forma
masiva y en paralelo, en mener cantidad de

tiempo y a un menor costo por base,
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RESUMEN

Introduccion: En los ultimos afos se ha informado que el consumo prolongado de
edulcorantes no nutritivos (ENN), como la sucralosa o el rebaudiosido A (reb A),
induce alteraciones metabdlicas a través de la modulacion de la microbiota intestinal
(MI). Sin embargo, hasta la fecha, las posibles alteraciones siguen siendo
controversiales.-Objetivo: Evaluar el efecto del consumo de sucralosa o reb A sobre
Ml en ratas con‘dieta normal (DN) o dieta alta en grasas (DAG). Metodologia: Ratas
Wistar macho (150200 g) con DN o DAG se aleatorizaron para recibir sucralosa
(SCL), reb A (REB), glucosa (GLU, control) o sacarosa (SAC, control). Los ENN se
administraron en el agua en dosis equivalentes a la ingesta diaria aceptable (IDA)
para humanos. Después de~ocho semanas, las muestras fecales se analizaron
mediante secuenciacion del\gen ARNr 16S. Resultados: La diversidad, la
estructura, la composicion “\de la Ml a nivel de filo y la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes (F/B)no fueron modificados por los ENN. A nivel de clase,
en ratas con DAG, REB disminuy0 la‘abundancia de Bacilli. Asi mismo, SCL y REB
en combinacion con la DN redujeron. les.-géneros beneficiosos Romboutsia y
Lactobacillus; REB con la DAG increment6“Faecalibacterium comparado con GLU.
La DAG aumentd las proporciones.de Bacilli~y Coriobacteriia, a pesar de no
observarse cambios en la relacion F/B. Conclusiones: Aunque la relacién F/B es
utilizada ampliamente como un indicador de riesgo en los pacientes con obesidad o
trastorno metabdlico, el estudio de las modificaciones a nivel de clase, género y

especie podria brindar una informacion mas especifica para’la intervencion clinica.

Palabras claves: Edulcorantes no nutritivos, sucralosa, rebaudidsido A, microbiota

intestinal, dieta alta en grasas
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Abstract

ABSTRACT

Introduction: In recent years, it has been reported that the prolonged consumption
of non-nutritive sweeteners (NNS), such as sucralose or rebaudioside A (reb A),
induce ‘metabolic derangements via gut microbiota (GM) modulation. However, to
date, the possible alterations remain controversial. Objective: To evaluate the effect
of consumption.ef sucralose or reb A on GM in rats with a normal diet (ND) or a high-
fat diet (HFD). Methodology: Male Wistar rats (150-200 g) on a ND or a HFD were
randomized to receivessucralose (SCL), reb A (REB), glucose (GLU, control), or
sucrose (SUC, control). The NNS were administered in water at doses equivalent to
the human acceptable (daily intake (ADI). After eight weeks, fecal samples were
analyzed by 16S ribosomal’RNA gene sequencing. Results: Diversity, structure,
composition of the GM at the_phylum level and the Firmicutes/Bacteroidetes (F/B)
ratio were not modified by the NNS. At the class level, in HFD rats, REB decreased
Bacilli abundance. Likewise;zSCL and REB in combination with ND reduced the
beneficial genera Romboutsia and__Lactobacillus; REB with HFD increased
Faecalibacterium compared to GLU. HFD~increased the proportions of Bacilli and
Coriobacteriia, despite not observing changes in the F/B ratio. Conclusions:
Although the F/B ratio is widely used.as a risk+ndicator in patients with obesity or
metabolic disorders, the study of modifications at the,class, genus, and species level

could provide more specific information for clinical intérvention.

Keywords: Non-nutritive sweeteners, gut microbiota, sucralose, rebaudioside A,
high-fat diet

VI
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1#Edulcorantes no nutritivos (ENN)

Los ENN_s6n aditivos alimentarios que proveen alta potencia en dulzura con nulo o
minimo aporte energético (Burke y cols., 2015). Por su origen se clasifican en
naturales (estevia) o artificiales como sucralosa, aspartame o acesulfame-k (ace-k)
(Glendinning, 2018).,Mundialmente, el consumo de ENN se ha incrementado. Se
estima que el mayor creCimiento de ENN en el mercado sea generado en América
Latina y China (Kim y colss; 2019; USDA, 2012). En un estudio reciente, México
mostro la mas alta proporcion de.-productos alimenticios que contienen ENN (11%)
comparado con E.U.A (4%), NuevaZelanda (1%) y Australia (<1%) (Dunford y cols.,
2018).

La seguridad del consumosde los{ENN, en términos de toxicidad, sobre la
salud humana ha sido evaluada por diferentess0rganismos internacionales de salud
como la US Food and Drug Administration (US#FDA), el Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), la Europeansrood Safety Authority (EFSA)
y la Secretaria de Salud en México (Romo-Romo y cols.{2047). 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 afectar la salud (FDA, 2018). Actualmente, los ENN/mayormente
consumidos a nivel mundial y nacional son sucralosa y estevia (Fitch y.cols., 2012;

Martyn y cols., 2018).
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La fsumsza que 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 TGl (85%) y es excretada sin modificaciones en las heces (Fitch y
cols., 2012)¢ka pequefia proporcion de sucralosa que se absorbe es eliminada en
la orina (menosdel 15%) (Plaza-Diaz y cols., 2020). Aunque mas del 85 % de la
sucralosa ingerida*entra en contacto con la microbiota coldnica, el 94 % y el 99 %
se pueden recuperar enslas heces sin ningun cambio estructural (Conz y cols.,
2023). La sucralosa existe.en mas de 4500 productos y representa el 62% del
mercado global de ENN artificiales (Wang y cols., 2018).

La estevia es el nombre, comun para el extracto de glucdsidos de esteviol
(GE) que se obtiene de las_hojas de Stevia rebaudiana (Anton y cols., 2010). La
estevia se ha empleado como alternativa’natural a la sacarosa (300-400 veces mas
dulce que la sacarosa), por lo que €s)el ENN.natural de mayor consumo (Rosales-
Gomez y cols., 2018). La IDA de este"ENN corresponde a 4 mg/kg/d (FDA, 2018).
Los dos GE que se encuentran en mayor proporeion en la hoja de estevia son el
rebaudidésido A (reb A; 2-4% en peso seco) y el esteviésido (4-13% en peso seco)
(Goyal y cols., 2010). La estructura molecular de todos”los GE consiste en una
molécula central de esteviol enlazada a diferentes residuos de azucar, como el reb
A o el esteviosido (Plaza-Diaz y cols., 2020). Cada GE pasa a través del TGl sin ser
absorbido, es decir, no son hidrolizados en el TGl superior. El esteviol.se absorbe y
llega al higado donde se conjuga con acido glucurénico para facilitar la’ secrecion
(Plaza-Diaz y cols., 2020). Los residuos de azucar unidos al esteviol’ son
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metagfi;dcmm(Wrgia para la
micCrobiota y el hospedero (Lobach y cols., 2019). Por lo tanto, la estevia puede tener
unbreve punto de contacto con la MI. Sin embargo, queda por investigar si este
contacteres suficiente para inducir cambios en la composicion de la microbiota
(Singh y colsy, 2022). Particularmente, el reb A es convertido a aglicona de esteviol
por bacterias del\ileon o del colon que expresan B-glucosidasas y Bacteroides se
identificaron come“el. grupo bacteriano mas eficiente en la hidrdlisis del reb A en
esteviol (Wang y cols., 2022).

Los ENN se han propuesto como una estrategia para la reduccién del peso
corporal o de la glucemia en“personas con sobrepeso, obesidad, intolerancia a la
glucosa (IG) o diabetes. Sinsembargo, los efectos de los diversos ENN naturales o
artificiales sobre la salud humana son ampliamente debatidos (Laviada-Molina y
cols., 2017). Mientras que -estudioss Observacionales informan asociaciones
positivas entre el consumo de ENN y el desarrollo de obesidad o diabetes (Chia y
cols., 2018; Kuk y cols., 2016; Nettleton y cols), 2009), la mayoria de estudios
clinicos han mostrado que el consumo crénico de ENN tiene efectos beneficiosos o
no perjudiciales sobre la homeostasis de glucosa, apetito o peso corporal (Grotz y
cols., 2003; Higgins y cols., 2018; Tate y cols., 2012). En"Contraste, otros estudios
han reportado que el consumo de estos aditivos podria alterar la, regulacion de la
glucosa o el balance energético (Feijo y cols., 2013; Romo-Romo.y:cals., 2018). Los
posibles mecanismos que explican los efectos adversos de los ENN sobre el
metabolismo incluyen la activacion de los receptores de sabor dulece_orales o
extraorales (T1R2/T1R3), lo cual puede conducir a la alteracion ‘de las
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conce;wtraciones de hormonas intestinales o a la desregulacion de los circuitos de
recompensa cerebrales que participan en el control glucémico y el balance
energético (Rother y cols., 2018). Recientemente, el interés se ha enfocado en el
estudio.de las alteraciones en la funciéon y composicién de la microbiota intestinal
(MI) promovida por la ingesta de ENN mediante la modulacion de procesos
metabdlicos que\son esenciales para el organismo (Olivier-Van Stichelen y cols.,

2019).

1.2. Microbiota intestinal (MI)

La MI es un complejo ecosistema de microorganismos que coexisten en relaciéon
simbidtica, comensal o mutualista con el hospedero en una amplia variedad de
compartimentos situados a lo'largo del.tracto gastrointestinal (TGI) (Hakkak y cols.,
2017). Cerca de 100 trillones de-microorganismos albergan el TGl, y se estima que
la microbiota es responsable de mas del 98% de la actividad genética del hospedero
(Grice y cols., 2012). Por esta razdn, s€ ha asumido que la Ml representa un sistema
endocrino complementario para el hospedero, debido)a que es capaz de producir o
metabolizar gran cantidad de sustancias necesarias para el buen funcionamiento de

organos y sistemas (Pascale y cols., 2018).

1.2.1. Distribuciéon y composicién de la Ml

La Ml humana comprende una poblacion compleja y dinamica de alrededor de 1 x
10"3-% microorganismos, incluyendo aproximadamente de 500 a 1000 especies

bacterianas diferentes (Li y cols., 2021). La composicién total de la microbiota aun
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es désconom moleculares
modernas han permitido recientemente identificar y clasificar a los microorganismos
presentes en el TGI. Las estimaciones sugieren que el conjunto de genes de la MI,
denominado “microbioma intestinal”’, consta alrededor de 3 millones de genes, es
decir, es 150weces mas grande que el propio genoma humano (Qin y cols., 2010).
Ademas, de las) 1000 especies bacterianas identificadas, alrededor de 160 se
encuentran presentes en el intestino de cualquier individuo (Lobach y cols., 2019).

La Ml humana esta dominada por cinco filos, donde Firmicutes (gram-
positivos) y Bacteroidetes (gram-negativos) abarcan alrededor del 90% de las
bacterias intestinales (Padhi*yy cols., 2022). Otros filos comunes incluyen
Actinobacteria, Proteobacteria; Verrucomicrobia y Fusobacteria, y un numero
limitado de especies perienecientes al dominio Archaea (en su mayoria
metandgenos) (Lobach y cols.;.2019). Otros grupos bacterianos menos prevalentes
se distribuyen entre Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Spirochaetes y
TM7. El filo Firmicutes contiene géneros relevantes, incluidos Ruminococcus,
Clostridium, Lactobacillus (varias cepas de lassCuales son probidticos); y los
productores de butirato Eubacterium, Faecalibacterium y Roseburia. En
Bacteroidetes, Bacteroides, Prevotella y Xylanibacter degradan una variedad de
glucanos complejos. El filo Actinobacteria incluye Collinsella y Bifidobacterium (que
contiene cepas probioticas). Las proteobacterias comunes son(Escherichia (de la
familia Enterobacteriaceae) y Desulfovibrio (que contiene bacterias reductoras de
sulfato). Verrucomicrobia es un filo recientemente descubierto que incluye al.género
Akkermansia, un grupo especializado en la degradacion del moco. Euryarchaeota
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contie;we premmtanogénesis
intestinal (Tremaroli y cols., 2012).

La distribucion de la Ml es altamente variable a lo largo del TGl y depende
de las diversas condiciones fisicas, quimicas o biolégicas que caracterizan cada
compartimento del tracto digestivo (Mowat y cols., 2014). La densidad bacteriana
aumenta a medida.que desciende por el TGI. Por ejemplo, el estbmago alberga de
100—-1000 bacterias por mL (10°—103) y la densidad aumenta progresivamente en el
duodeno (<10°%), yeyuno (<10°), ileon (103—107) y colon (10°~10'2). El estémago y el
duodeno proximal son sitioS-del TGl con condiciones inhdspitas para la colonizacion
bacteriana debido a que lasssecreciones acidas destruyen la mayor parte de los
microorganismos ingeridos., Las actividades motoras propulsivas del intestino
delgado proximal, asi come” las secreciones biliares y pancreaticas dificultan
también la colonizacién de esta.seccidn«del tracto digestivo. En contraste, el colon
es el sitio que alberga la mayor diversidad-de.especies (Dieterich y cols., 2018). La
mayor parte de la Ml humana corresponde a gspecies estrictamente anaerdbicas
que pertenecen a los filos Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria. Otras
bacterias intestinales con un porcentaje absoluio6 menor en el intestino
(normalmente por debajo del 1%) pertenecen en “su..mayoria a los filos
Actinobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria o Fusobacteria (Sommer y cols.,
2013). El colon esta poblado mayormente por bacterias anaerébicas, debido a la
baja concentracién de oxigeno, mientras que las especies bacterianas aerobicas

predominan en el intestino delgado superior (Mowat y cols., 2014).
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@En&‘otro sentido, la alta variabilidad en la composicion de la microbiota no solo
es’notable a través del TGI, sino también entre individuos. La presencia de bacterias
en‘’placenta, cavidad amnidtica, cordon umbilical y meconio sugiere que la relacion
entre humanos y bacterias comienza en el utero (Li y cols., 2021). La microbiota
intestinal hymana se establece después del nacimiento, comienza como un
ecosistema dindmico, dominado por Bifidobacterium, y se desarrolla intensamente
durante los primeros.3 afnos de vida (Ottman y cols., 2012). El tipo de parto al nacer
influye directamente en lascomunidad bacteriana. Los individuos nacidos via vaginal
tienen una comunidad bacteriana diversa y saludable en el intestino a diferencia de
los nacidos por cesarea. En les\primeros afios después del nacimiento, la Ml de los
infantes sufre cambios notables, influenciados principalmente por los patrones
alimenticios (leche de férmula; leche'materna o alimentos sélidos). Por lo tanto, los
cambios mas notables en la.composicion de la Ml tienen lugar en la infancia.
Posteriormente, la estabilidad de la'MI se ' mantiene a lo largo de la edad adulta del
hospedero. Los filos mas abundantes-durante/esta etapa de la vida en el intestino
son Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Acetinobacteria y Verrucomicrobia.
Con el deterioro de las funciones fisiolégicas que ocurren durante el envejecimiento,
la composicion de la Ml en las personas de edad”avanzada se modifica
notablemente. La microbiota en el intestino de adultos mayoresigeneralmente se
caracteriza por una abundancia reducida de algunos géneros beneficiosos como
Bifidobacterium y Lactobacillus, y un aumento en microbios...eomensales
proinflamatorios como Enterobacteriaceae y Clostridia. En general, Jla inter-
individualidad y estabilidad de la Ml se mantiene a lo largo de la edad adulta del
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hospeljero, FMM% de la vida
(Li'y cols., 2021).

A pesar de las diferencias que ocurren a lo largo de la vida, cada individuo
alberga«un perfil bacteriano unico. No obstante, diversos estudios comparativos han
descubierto ;patrones que permiten diferenciar las poblaciones bacterianas en
grupos denominados “enterotipos” dominados por Bacteroides (enterotipo tipo 1),
Prevotella (enteretipo tipo 2) y Ruminococcus (enterotipo tipo 3). Los enterotipos
han demostrado ser independientes de edad, sexo o nacionalidad (Arumugam y
cols., 2011; Christensensy-cols., 2018). Se sugiere que el establecimiento del
ecosistema bacteriano en la yida temprana desempefia un papel fundamental en la
composicion microbiana en la edad adulta. Ademas de las caracteristicas
inherentes del individuo, ‘existen otros factores ambientales involucrados en la
determinacién de la composicién de la microbiota individual (Ottman y cols., 2012).

Similar a los humanos, el establecimiento de la Ml en ratas ocurre durante el
nacimiento y se desarrolla en el transcurso dé su vida (Inoue y cols., 2003). Sin
embargo, a diferencia de la Ml en humanos, las ratasyecién nacidas se encuentran
mas expuestas a las bacterias fecales y ambientales. DBurante las primeras semanas
después del nacimiento, Escherichia Coli, y los ‘géneros Lactobacillus y
Streptococcus dominan en el intestino de las ratas, mientras que\Bacterioidaceae,
y Lactobacilli aparecen después del destete (Yajima y cols., 2001).\Estudios previos
informaron modificaciones importantes en la diversificacion de la microbiota de ratas
desde la lactancia hasta la madurez (Inoue y cols., 2003; Yajima y cols.;.2001). Los
primeros cambios observados se producen a los 21-22 dias del nacimiento,'y se
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deber{ de mmmscenso de
los niveles de IgA materna. La segunda ola de cambios ocurre entre los dias 24 y
27“después del nacimiento, probablemente atribuidos a la maduracion morfologica
e inmunologica del intestino (Yajima y cols., 2001). Una vez que finaliza el periodo
formativo, eldelicado equilibrio de la Ml se ve perturbado continuamente por la dieta
y otros factores ambientales (Coklo y cols., 2020). Los mismos 4 filos bacterianos
predominantes descritos en humanos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria) se detectan en el contenido cecal o fecal de rata (Brooks y cols.,
2003; Manichanh y cols:;#2010), lo que sugiere que las ratas son un buen modelo
para estudiar la influencia deCla dieta en la MIl. No obstante, debido que existen
grandes diferencias en la Ml,de.humanos y ratas a nivel de especie, se debe tener
cautela al extrapolar los hallazgos del.modelo de rata a humanos. Por ejemplo, a
diferencia de los humanos (Joly_y cols;, 2010), las especies de Lactobacillus
representan una proporcién significativa 'de _la microbiota de las ratas y pueden
alcanzar del 10 al 15 % de las lecturas®de secuéncgias totales (Ahmad vy cols., 2020;
Brooks y cols., 2003; Lecomte y cols., 2015). An, estudio integral revel6 una
comunidad mas compleja de bacterias presentesyen las heces de rata, en
comparacion con otros mamiferos. Los filos dominantes..fueron Bacteroidetes,
Firmicutes 'y Proteobacteria, seguidos por Spirochetes, »Verrucomicrobia,
Tenericutes y Actinobacteria. La abundancia relativa a nivel de familia mostr6 que
el perfil de la Ml de las ratas fue distinto de otros sujetos evaluados, con
Prevotellaceae como la familia mas dominante. Ademas, se ‘.detectaron
Bacterioidaceae, Clostridiales, Ruminococcaceae, Helicobacteraceae,
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Parap;ev;tellaceae y otras familias menos abundantes. También se presentaron
pefrfiles bacterianos unicos especificos de la especie a nivel de clase y orden. Sin
embargo, los patrones generales de la abundancia de especies de la Ml fueron
similares~(Nagpal y cols., 2018). Otro estudio realizado por Li y cols. destacd que
los géneros Ltactobacillus y Turicibacter fueron mas abundantes en el TGI de la rata
(Liy cols., 2017).

Dada la complejidad practica y ética de realizar procedimientos de muestreo
invasivos y la alta variacién interindividual en la Ml del humano, se han
implementado diferentes,modelos animales en la investigacién biomédica, en parte,
por la facilidad de su uso bajoycondiciones controladas. A pesar de que la Ml en
ratas difiere mayormente a_niveles taxonémicos mas especificos, los modelos de
roedores representan una importante_herramienta para estudiar los mecanismos
subyacentes de las enfermedades asociadas a la MI, ya que pueden utilizarse para
reducir y controlar los parametros que influyen en las fluctuaciones y cambios de la

microbiota (Coklo y cols., 2020).

1.2.2. Funciones generales de la Ml en la modulacion del metabolismo

Los avances recientes en la caracterizacion de la compesicion y funcion de la
microbiota han revelado la importancia de las interacciones enire el metabolismo
bacteriano y su influencia en el desarrollo del hospedero. La¥M} produce un
repertorio de metabolitos extremadamente diverso a partir de la~fermentacién

anaerobica de componentes dietéticos exdgenos no digeridos que llegan-al colon,
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gy &

asi como compuestos enddgenos generados por los microorganismos y el

hespedero (Hooper y cols., 2002).

La actividad enzimatica bacteriana actua directamente sobre la fermentacion
de polisacaridos y el metabolismo de los acidos biliares, o actua en conjunto con el
hospedero, sobre el metabolismo de la colina (Tremaroli y cols., 2012). A
continuacion, sse, describen brevemente algunos de los mecanismos de la Mi

involucrados en la‘modulacion del metabolismo del hospedero.

1.2.2.1. Modulacién delgnetabolismo mediante la produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC)

La fermentacion de la fibra dietética realizada por Firmicutes y Bacteroidetes en el
colon produce AGCC. Los-AGCC, \principalmente acetato, propionato y butirato,
influyen en el metabolismo del hospedero«de multiples maneras al actuar sobre los
receptores acoplados a proteinas"G{(GPCR) GPR41 y GPR43 (también conocidos
como FFAR3 o FFARZ2, respectivamente) y“que son expresados por las células
enteroendocrinas (Fan y cols., 2021; Tremaroli ycals., 2012).

El acetato y el butirato estimulan la liberacion dehpéptido 1 similar al glucagon
(GLP-1) y del péptido YY (PYY) con efectos en el pancreas‘(biosintesis de insulina
inducida por GLP-1) y en el cerebro (saciedad inducida por PYY), El acetato puede
aumentar el almacenamiento de grasa al inducir la secrecién de grelina. El succinato
derivado de bacterias impulsa la expresion de la proteina de desacaoplamiento 1
(UCP1), aumentando la termogénesis en el tejido adiposo. Sin embargo, el

succinato tiene propiedades proinflamatorias sobre los macréfagos activados por
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lipopolisacaridos y, por lo tanto, puede contribuir a la inflamacién del tejido adiposo
y~a la resistencia a la insulina. Por otra parte, los lipopolisacaridos (LPS) son
compuestos proinflamatorios derivados de las membranas bacterianas Gram

negativas\que promueven la inflamacion (Fan y cols., 2021; Flint y cols., 2012).

1.2.2.2. Funcién de la Ml en el metabolismo de los acidos biliares

Los acidos biliaresprimarios se sintetizan en el higado a partir del colesterol y son
importantes para garantizar que el colesterol, las grasas de la dieta y las vitaminas
liposolubles del intestinodelgado sean solubles y absorbibles (Tremaroli y cols.,
2012). La MI convierte los Aacidos biliares primarios en diversos acidos biliares
secundarios. Los acidos biliares ejercen sus funciones metabdlicas uniéndose a
receptores celulares tales como el receptor nuclear farnesoide X (FXR) y el TGRS,
un receptor acoplado a proteina.G. Lassenalizacion a través de estos receptores
esta implicada en el metabolismo della glucesa. Mientras que el FXR bloquea, el
TGRS promueve el metabolismo de”carbohidratos. El acido quenodesoxicoélico
(primario), es un ligando de FXR altamente eficaz,smientras que los acidos litocdlico
(LCA) y taurolitocolico (secundarios), son los dos ligandos-TGR5 endégenos mas
potentes. Estudios previos en roedores con obesidad _han reportado que la
sefalizacion de TGRS en las células L enteroendocrinas induce, la secreciéon de
GLP-1, lo que mejora la funcién hepatica y aumenta la tolerancia-a_la glucosa. El
LCA, un agonista de TGR5 de alta afinidad, estimula la termogénesis a través del

oscurecimiento del tejido adiposo blanco y marrén (Fan y cols., 2021).

12



Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud
Introduccion

cion de la Ml en el metabolismo de la colina

La“eolina es un componente importante de las membranas celulares y se obtiene
principalmente de algunos alimentos, pero también puede ser sintetizada por el
hospedero..La colina es importante para el metabolismo de los lipidos y la sintesis
de lipoproteinas*de muy baja densidad en el higado (Henao-Mejia y cols., 2012).
Las actividades” enzimaticas bacterianas y del hospedero interactian en la
transformacion de(la eolina en metilaminas toxicas. La Ml produce trimetilamina
(TMA) al metabolizar(a fosfatidilcolina y la I-carnitina de la dieta. La TMA es N-
oxidada por la monooxigenasa que contiene flavina a N-O6xido de trimetilamina
(TMAO) en el higado (Fan y cols.; 2021). Estas modificaciones pueden disminuir los
niveles de colina biodisponible y se.sugiere que desencadenan la enfermedad del
higado graso no alcohdlico en)jratones_(Dumas y cols., 2006). Una composicién
microbiana intestinal alterada y/su,tapacidad para metabolizar la colina pueden
tener un papel importante en la modulacion de esta enfermedad, asi como en la
homeostasis de la glucosa. Ademas; los niveles plasmaticos de TMAO y sus
metabolitos se correlacionan con enfermedades cardiovasculares (Tremaroli y cols.,

2012).

1.3. La dieta en la modulacién de la Ml y disbiosis

La dieta es un factor determinante en la remodelacion de la estructdra y funcion de
la comunidad bacteriana (Carmody y cols., 2019; Fan y cols., 2021).
La MI metabdlicamente saludable es lograda principalmente por el consumo

de dietas altas en fibra y bajas en grasas y proteinas animales. Los polisacaridos
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no digérf‘bleszMrueso y se
fermentan para producir una variedad de compuestos y para estimular una capa
espesa de moco intestinal e importantes funciones de barrera. La produccion
bacteriana de AGCC proporciona una fuente de energia adicional para los
colonocitos y\provoca una disminucién del pH luminal. Los AGCC como acetato,
butirato y propionato pueden unirse al GPCR-41 y GPCR-43, que se expresan en
las células L enteroendocrinas, y posteriormente inducen la secrecién de GLP-1y
PYY que contribuyen a aumentar el gasto energético, reducir la ingesta de alimentos
y mejorar la homeostasissde-la glucosa. El butirato es un activador del receptor y
activado por el PPARYy y un estimulador de la B-oxidacién y el consumo de oxigeno
en el intestino, lo que mantiene un entorno anaerdbico en la luz intestinal (Fan y
cols., 2021). A lo largo de este'trabajo, se han descrito diversos mecanismos por los
cuales la Ml y sus metabolitos.interactuan con el hospedero. Todos estos efectos
ocurren cuando la comunidad bacteriana“se encuentra en equilibrio (eubiosis).
Cualquier perturbacion de la eubiosis;*Conocida como disbiosis, podria contribuir al
desarrollo de diversas patologias (Clemente y colss; 2012).

Este desequilibrio se ha definido ademas“eomo una alteracion de la
homeostasis de la MI, cambios en su composicion=funcional y actividades
metabdlicas, o cambios en su distribucion local. En general, la disbiosis se puede
clasificar en tres tipos diferentes: 1) Pérdida de organismos \beneficiosos, 2)
Crecimiento excesivo de organismos potencialmente dafinos y 3) Pérdida de la

diversidad microbiana general. Se ha encontrado que estos tres tipos.no son
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mutuar;wé‘nte excluyentes y pueden ocurrir simultaneamente, que es el caso mas
frecuente (DeGruttola y cols., 2016).

La disbiosis intestinal inducida por la ingesta de dietas altas en grasas (DAG)
animales*y proteinas es capaz de provocar una mucosa permeable, inflamacion
intestinal'y sistémica y disminucion en la produccién de AGCC, lo que conduce a
que las célulasyL secreten menos hormonas intestinales. En el proceso de
fermentacién, diversas peptidasas, proteasas y endopeptidasas bacterianas
escinden las proteinas complejas para liberar aminoacidos libres y péptidos cortos
que luego se fermentan..Gabe sefalar que la disbiosis intestinal a menudo se asocia
con un tiempo de transito coléfico prolongado, lo que da como resultado un cambio
en el metabolismo del colon,que a su vez conduce a un aumento de la protedlisis
bacteriana. Como resultado del aumento de la fermentacion de proteinas, de acidos
grasos de cadena ramificada (BCFA; 2-metil butirato, isobutirato e isovalerato), de
trimetilamina, y de acidos organicaes, se producen gases (Hz2S, H2 y COz2), fenoles,
aminas, indoles y amoniaco, lo que”provoca un aumento del pH luminal. En
conjunto, dichos cambios en el entorno bacterianosy sus metabolitos provocan una
fuga de patrones moleculares asociados a patégenos”(PAMP), incluidos los LPS,
que aumentan en el torrente sanguineo y desencadenanrinflamacion sistémica de
bajo grado y resistencia a la insulina (Fan y cols., 2021).

Investigaciones recientes se han centrado en la influenciaydel. consumo de
las DAG sobre la composicion de la MI. Por ejemplo, se ha informado que la DAG
promueve la disminucion de Bacteroidetes y el aumento de Firmicutes vy
Proteobacteria (Zhang y cols., 2012). Especificamente, se informo (que el
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crecirr;iento WWW—W%& con la
abundancia de Akkermansia (filo Verrucomicrobia) pero se asocid positivamente
con las abundancias relativas de Lactoococcus del filo Firmicutes y con los géneros
Allobacufum (filo Bacteroidetes) (Parks y cols., 2013). En general, las caracteristicas
propuestas de una microbiota obesa incluyen una mayor proporcion de la relacién
Firmicutes:Bagteroidetes (F:B), reduccion en la diversidad microbiana y alteraciones
en familias o especCies bacterianas especificas (Dalby y cols., 2017; Ley y cols.,
2006; Turnbaugh y cols.,;»2009). El consumo de la combinacion de DAG y dietas
altas en sacarosa, promueve-cambios similares a nivel de filo (Murphy y cols., 2015;
Parks y cols., 2013). Carmody"y cols. (2015) utilizé mas de 200 cepas de ratones
para determinar si las variaciones en la M| eran impulsadas principalmente por la
genética del huésped o por.factores dietéticos. Sus hallazgos indicaron que una
DAG y sacarosa alteré de manera_reproducible la Ml a pesar de las diferencias en
el genotipo del huésped. Mas especificamente, la Ml exhibié una dosis-respuesta
lineal a las perturbaciones dietéticas,“tomando un promedio de 3.5 dias para que
cada grupo bacteriano que responde a la dieta se‘restableciera. Sin embargo, los
cambios dietéticos repetidos demostraron que la mayoria de los cambios en el
microbioma son reversibles, mientras que la abundancia“de bacterias especificas
depende del consumo previo.

En general, las dietas occidentalizadas, caracterizadas ‘por. el consumo
excesivo de grasas saturadas, azucares o en combinacion, y un baje.consumo de
fibra, puede afectar directamente a la composicion y funcionalidad. de, la M,
contribuyendo a la disfuncion metabdlica (Murphy y cols., 2015; Zhang'y cols.,
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2012)j En&‘contraste, otros trabajos encontraron que la DAG aumentd la diversidad
de‘la Ml y los AGCC, lo que provocd un aumento en el metabolismo energético en
ratones. Un analisis posterior revelé que estos cambios fueron causados por el
diferente~contenido de fibra en estas dos dietas (Wang y cols., 2020). Otras
investigaciones han sefialado que las DAG inducen modificaciones en la
composicion de’la Ml y fermentacién cecal debido al tipo de dieta y no a la obesidad
o IG en ratones (Dalby y cols., 2017).

Una de las principales alteraciones en la dieta durante las ultimas décadas
ha sido el consumo de-alimentos procesados, que a menudo contienen aditivos
naturales o producidos sintéticamente, tales como los ENN. Estos aditivos suelen
ser considerados seguros por los diversos reguladores de alimentos a nivel mundial
y nacional. Sin embargo, un_ereciente cuerpo de evidencia asocia su consumo con
efectos adversos en el ecosistema bacteriano intestinal mediante la alteracion en la
produccion de acidos grasos de cadena corta, dano en la integridad de la barrera
intestinal, neuroinflamacién o resistenc€ia a la insulina (Garcia y cols., 2022). A su
vez, pueden promover la endotoxemia, ya sea & través de la translocacion de
bacterias gramnegativas a la circulacién o al alterar ta’permeabilidad de la barrera
intestinal y, finalmente, el desarrollo de trastornos metabodlicos, un fenémeno

denominado endotoxemia metabdlica (Zmora y cols., 2019).

1.4. Efectos de los ENN sobre la Ml en roedores
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La mé@g:‘pammmmstraron los
ENN mezclados mayormente en el agua de beber, reportaron efectos perjudiciales
sobresla MI.

Enmwun estudio realizado por Suez y cols. (2014), mostré 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) durante 11 semanas produjo diferentes
grados de IG comparados con agua, glucosa (50 g/kg PC/d) o sacarosa (33 g/kg
PC/d) en ratones C57BL/6 delgados u obesos. El efecto fue mayor con la sacarina,
por lo que fue el ENN,Que se emple6 como referencia para los posteriores
experimentos. En este mismg@ estudio, los investigadores trasplantaron la M| de
aquellos ratones que consumieron sacarina o glucosa a ratones libres de gérmenes.
Los resultados mostraron“que los roedores libres de gérmenes que recibieron el
trasplante fecal del grupo que consumid.sacarina, desarrollaron |G comparados con
los que se alimentaron con glucosa’(Suez'y'Cals., 2014). En otro estudio, evaluaron
el consumo de aspartame a bajas dosis (5-7 mg/kg PC/d) durante 8 semanas sobre
la MI en ratas Sprague-Dawley alimentadas con dieta estandar o DAG. El analisis
de la composicion de la Ml mostré que el aspartame-incrementé la abundancia de
Enterobacteriaceae y Clostridium leptum. Cambios ensla. proporcién de estas
bacterias se han asociado con el desarrollo de resistencia a la insulina (Palmnas y
cols., 2014). La administracion de 37.4 mg/kg/d de ace-k duranté 4.semanas indujo
alteraciones en la composicion de la MI, aumento de peso corporal € incremento en
la expresion de genes bacterianos relacionados con el metabolismo energético en
ratones CD-1 sanos (Bian y cols., 2017a). La ingesta diaria de sucralosa pura14.2

18



Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud
Introduccion

mg/kg MPé/dmm),pTMs afectd las
proporciones de Clostridium XlVa y el metabolismo de los acidos biliares del
colesterol en ratones C57BI/6J. En otro estudio, evaluaron el consumo de sucralosa
administrada a dosis equivalentes a la IDA (5 mg/kg PC/d) durante 6 semanas en
ratones C57BL/6J delgados. Los géneros bacterianos no mostraron diferencias
significativas enla. abundancia al inicio, pero fueron significativamente diferentes
después de tres,y/o 6 meses de tratamiento; lo que indicé que la sucralosa
interrumpiod la dinamica de desarrollo de las bacterias intestinales. Estos cambios
en la composicion de la‘miCrobiota, se relacionaron con el aumento en la expresion
de genes relacionados con la“sintesis de LPS, los cuales estan involucrados en
mecanismos proinflamatorios hepaticos (Bian y cols., 2017b). Otro estudio encontré
que la sucralosa ejercio efectos bacteriostaticos de manera dependiente de la dosis
en ratones alimentados con dieta_estandar, y observaron un efecto sinérgico sobre
Firmicutes cuando se proporcionosucralosa en combinacion con una DAG (Wang
y cols., 2018). La suplementacion de Splenda (sucralosa + maltodextrina) en el agua
de beber durante 6 semanas promovié disbiosis “intestinal con el crecimiento
excesivo de Proteobacteria y E. coli en ratones SAMP y AKR propensos a ileitis
mediada por la enfermedad de Crohn. También oeurrid incremento de la
mieloperoxidasa proinflamatoria solamente en ratones con la enfermedad de Crohn.
Los autores concluyeron que el consumo de alimentoS '\ /que contienen
sucralosa/maltodextrina podria exacerbar la reactividad intestinal solo.en personas
con predisposicion proinflamatoria (Rodriguez-Palacios y cols., 2018). La.exposicion
pre- y postnatal a sucralosa o ace-k en ratones C57BI6 disminuy6 la abundancia de
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Akker;nansiaMMCiones anti-
inflamatorias (Olivier-Van Stichelen y cols., 2019). Interesantemente, una dosis baja
(00003 mg/mL) de sucralosa durante 16 semanas aumento las proporciones de
Tenacibaculum, Ruegeria, Staphylococcus y Allobaculum en yeyuno, ileon y colon
en ratones C57BL/6J (Zheng y cols., 2022).

Por otre"lado, la estevia se ha convertido en el ENN natural de mayor
consumo en los ultimos afios como sustituto del azucar y de otros edulcorantes
artificiales; y el reb A, como uno de sus componentes mas estudiados hasta la fecha.
Algunos estudios han informado que la estevia ejerce efectos beneficiosos sobre la
salud de la MI, mientras quesotros reportes han senalado lo contrario in vitro o in
vivo. Por ejemplo, el reb A impacto negativamente y de manera selectiva en colonias
de E. Coli HB101 (Wang y cols., 2018). En otro trabajo, el reb A (2—-3 mg/kg PC/d)
durante 9 semanas per se alterd la composicion de la Ml y redujo la expresion de
genes en el nucleo accumbens en ratas Sprague-Dawley delgadas. En este mismo
trabajo, la combinacién de reb A *“probidticos, incrementd la abundancia de
Akkermansia muciniphila. Asi mismo, aumentd las concentraciones de acetato y
valerato; y restauré la expresidon de genes en el nucleoaccumbens (Nettleton y cols.,
2019). Por otra parte, la suplementacion con estevia durante 10 semanas no evitd
los cambios inducidos por una DAG en la tolerancia a la glucosa.e la Ml en ratones
obesos C57BL/6 J (Becker y cols., 2020). Otras investigaciones, han examinado los
efectos de la estevia sobre la MI durante el embarazo y la lactanciaenratas Wistar
o Sprague-Dawley alimentadas con dieta normal o alta en grasas. Los.resultados
de estos estudios sugieren que las madres alimentadas con estevia durante la
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gestacion y la lactancia programa la salud de la descendencia a través de multiples

mecanismos (de la Garza y cols., 2022; Nettleton y cols., 2020; Wang y cols., 2022).

1.5. Efectos de los ENN sobre la Ml en humanos

Actualmente;\las posibles modificaciones de la MI, mediadas por edulcorantes
especificos en”adultos son motivo de preocupacién. Sin embargo, existen pocos
estudios clinicos'sobre este tema.

Suez y cols. en 2014 examinaron la relacion entre el consumo a largo plazo
de ENN (basado en un cu€stionario de frecuencia de alimentos validado) y diversos
parametros clinicos en datés recopilados de 381 individuos no diabéticos.
Encontraron correlaciones pesitivas significativas entre el consumo de ENN y varios
parametros clinicos relacionados con.el sindrome metabdlico. En esta cohorte,
caracterizaron la M|l de 172./individuos seleccionados al azar. Encontraron
correlaciones positivas entre el (consumo.«de los ENN y modificaciones en
Enterobacteriaceae, Deltaproteobacteria y Actinobacteria. Posteriormente, para
determinar la causalidad de estos resultados, estddiaron el efecto de la sacarina
sobre el control de la glucemia en siete sujetos “'sanos que normalmente no
consumian alimentos que contenian ENN. Cuatro de los siete sujetos desarrollaron
IG después de recibir 5 mg/kg dividido en 3 dosis diarias durante,una semana. La
IG encontrada en este estudio fue atribuida a los cambios en._la composicion y
funcion de la MI causada por el desbalance en la proporcion de ciertos taxones
bacterianos. Suez y cols. (2014) realizaron un estudio integral en‘roedores vy
humanos que fue pionero en reportar que el consumo de ENN induce IG por
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alterac;or; demmvamtes y después
del consumo de sucralosa a corto plazo sobre el control glucémico y la Ml en adultos
sanos. Este estudio concluyd que el consumo de altas dosis de sucralosa (75% de
la IDA) administrada en capsulas durante 7 dias no alterd el control glucémico, la
resistencia a-la insulina o la Ml en comparacién con el placebo (Thomson y cols.,
2019). Otra publicacion reciente examiné por 14 dias la ingesta de bebidas con
sucralosa (20% IDA = 0.136 g) (10 sobres) o aspartame (14% IDA = 0.425 g) (10.5
sobres) administrados desforma pura en el agua de beber y a dosis que reflejan el
consumo de ENN habitdal- Ninguno de los ENN evaluados caus6 cambios
significativos en la composigion de la Ml o la produccion de AGCC en adultos
jévenes sanos (Ahmad y cols., 2020).

A nuestro conocimiento, existe un déficit de estudios clinicos aleatorizados
con respecto a los efectos de la.ingestionde estevia, particularmente de reb A, sobre
la composicion o funcion de la MI. Sus efectos beneficiosos en la salud metabdlica
s6lo se han reportado en modelos in vitro ofanimales (Kasti y cols., 2022). La
mayoria de los resultados han mostrado que) la estevia posee accidon
antihiperglucémica, efectos antioxidantes en el tejidoadiposo y la pared vascular, y
otros estudios reportaron reduccion en los niveles de“insulina postprandial y el
apetito (Anton y cols., 2010; Rojas y cols., 2018).

Una revision realizada en el 2019 sobre estudios experimentales y ensayos
clinicos concluyo que solo sucralosa y sacarina provocaron modificaciones en la MI.
La ingestion de sacarina en humanos mostro alteraciones en vias metabolicas
vinculadas a la tolerancia a la glucosa y la disbiosis en humanos (Ruiz-Ojeda y.cols.,
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2019). B\Era revision realizada en ese mismo afo reporté que el consumo de
diversos ENN en humanos no induce modificaciones adversas en la Ml cuando
éstossson administrados a dosis ajustadas al consumo habitual (Lobach y cols.,
2019). Es importante destacar que en estos trabajos solamente se incluyeron
revisiones narrativas de la evidencia reciente hasta ese afo; por lo tanto, se
requieren revisiones sistematicas y metaanalisis que proporcionen un mejor nivel
de evidencia.

A pesar de la diversidad de trabajos que han reportado alteraciones en la Ml
después del consumo erénico de ENN artificiales, otros hallazgos sugieren que
estos aditivos tienen efectossminimos o nulos sobre la Ml en modelos animales o
humanos (Ahmad y cols., 2020;\Falcon y cols., 2020). Ademas, resulta evidente que
todavia no se han realizado.ensayos clinicos sobre el impacto de la estevia en la
composicion o funcion de la MIL..En estessentido, es importante desarrollar estudios

en modelos animales que examinen los efectos de este ENN natural.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mundialmente, el consumo de ENN se increment6 en la poblacién en general. En
2018/Mexico mostrd la mas alta proporcion de productos alimenticios que contienen
ENN (11%).comparado con E.U.A (4%), Nueva Zelanda (1%) y Australia (<1%).
Este incremento se debe principalmente a que estos sustitutos de azucar se
incorporaron en una amplia variedad de alimentos y bebidas, debido al aumento en
la preferencia por las/opciones dietéticas, bajas en calorias o light que surgieron a
causa de la epidemia de“diabesidad.

Considerando la prevalencia actual de las alteraciones en el estado de salud,
los ENN se propusieron como una estrategia para el control del peso corporal o de
la glucemia por su caracteristica detproveer minimas o nulas calorias al organismo.
A pesar de lo anterior, los efectos de'losdiversos ENN naturales o artificiales sobre
la salud son ampliamente debatidos. Recientemente, diversas investigaciones en
roedores reportaron que la ingesta de sucralosa a largo plazo induce alteraciones
metabdlicas a través de la modulacion en la funciény composicion de la MI. Por el
contrario, otros estudios en humanos no identifican‘efectos nocivos de la sucralosa
sobre la MI cuando se administra en dosis ajustadas al eonsumo humano. No esta
claro si la sucralosa, particularmente en dosis bajas, puede‘modular la microbiota
en comparacion con los edulcorantes nutritivos. Por otro lado, el reb A es el ENN
natural de mayor consumo en los ultimos afios. No obstante, susiefectos sobre la

MI han sido escasamente evaluados.
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Aunque diversos estudios han explorado el impacto de la sucralosa sobre la MI, aun
no” existe un consenso sobre las consecuencias de su consumo; ademas, los
efecCtos del reb A y la influencia de la composicion de macronutrientes en la dieta

han side’poco estudiados.
Por lo anteriorysurgio la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cuales son los efectos .«del consumo de sucralosa o reb A sobre la Ml en ratas

alimentadas con dieta nermal-o dieta alta en grasas?
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3. JUSTIFICACION

Los.ENN, como la sucralosa y la estevia, se introdujeron como una alternativa a la
sacarosa por proporcionar un sabor dulce sin las calorias adicionales. La sucralosa
se adiciona en mas de 4500 productos y representa el 62% del mercado global de
ENN artificiales. Recientemente, se informé sobre la relacion del consumo de
sucralosa con‘eldesarrollo de alteraciones metabdlicas a través de modificaciones
en la MI, sin embargo,.a evidencia no es concluyente. Por otro lado, el reb A, un
glucosido derivado dela’estevia ha ganado gran popularidad en los ultimos afios.
No obstante, sus efectoscsobre la Ml han sido escasamente evaluados. Por otro
lado, el contenido de grasa‘en la dieta podria influir en la dinamica de las
comunidades bacterianas.del TGIl. Por lo tanto, es relevante explorar la respuesta
de la Ml después de la exposieion a los ENN y la influencia de la DAG en los efectos
de los edulcorantes. En un contexte desalud publica, los hallazgos podrian ser
importantes para orientar las recomendacioneés)sobre el consumo de productos que
contengan ENN artificiales o naturales, particularmente en poblaciones con estilo

de vida occidentalizado.
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4. HIPOTESIS

El' consumo de sucralosa o reb A induce modificaciones en la M| en ratas

alimentadas con dieta normal o dieta alta en grasas.
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5. OBJETIVOS

5.17 Objetivo general

Evaluar les.efectos del consumo de sucralosa o reb A sobre la Ml en ratas con DN

o DAG.

5.2. Objetivos especificos

1. Determinar los efectos del consumo de sucralosa o reb A sobre la diversidad
de la MI.

2. Determinar los efectes” del consumo de sucralosa o reb A sobre la
composicion de la Ml

3. Examinar la relacion F/B en los diferentes grupos tratados con los ENN.

4. Analizar el efecto de la DAG.sobreda‘diversidad, la composicion y la relacion

F/B de la M.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1«sInstituciones participantes

Este trabajé se realiz6 en el Laboratorio de Bioquimica de Enfermedades
Metabdlicas de la Division Académica de Ciencias de la Salud (DACS) de la
Universidad Juaréz Auténoma de Tabasco (UJAT) en colaboracion con las
siguientes instituciones:

e Laboratorio de® _Gendmica de Enfermedades Psiquiatricas vy
Neurodegenerativas# del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN).

e Laboratorio 11 del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

6.2. Animales

Ratas Wistar macho de 150 a 200 g (6 a 8 semanas de edad) fueron proporcionadas
por 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),
ventilacion (12 a 15 cambios de aire por hora), humedad relativay(45% a 60%) y un
ciclo de luz /oscuridad de 12/12 h (7:00 h - 19:00 h). Les\cuidados y la
experimentacién animal se realizaron de acuerdo con la norma oficial mexicana,
NOM - 062 — ZOO - 1999 y a los lineamientos realizados por el ‘comité de

investigacion para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la UNAM. El
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protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion de la Divisidon
Académica de Ciencias de la Salud de la Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco

(002/GIP/DACS).

6.3. Edulcorantes

En este estudio se-emplearon los siguientes edulcorantes: sucralosa comercial de
Sweeny® plus (%3.% de sucralosa, 98.7 % de glucosa), reb A puro de Anhui
Minmetals, Hefei, China»(98 % de pureza), glucosa de Roquette corporation®

(pureza = 91%) y sacarosa de Zulka® (pureza = 98%).

6.4. Diseio de estudio

Los animales se distribuyeron _aleatoriamente en dos grupos para recibir dieta
normal (DN) (n = 32) o dieta=hipercalérica (DHC) (n = 32) durante 8 semanas.
Posteriormente, los animales se subdividieron‘en seis grupos para recibir sucralosa
(SCL) (5 mg/kg de peso corporal (PC)/d), reb A (REB) (4 mg/kg PC/d), glucosa
(GLU) o sacarosa (SAC) (n = 8/grupo) durante 8 semanas. Las dosis de sucralosa
y reb A fueron equivalentes a la IDA establecida por latFDA. La glucosa se introdujo
como un control primario para controlar el alto contenido”de~glucosa en los sobres
del edulcorante comercial. Las concentraciones de glucosa se_ajustaron al 4% en
los grupos de ENN. La sacarosa sirvi6 como comparador secundario. Todos los
edulcorantes se diluyeron en el agua de beber. Las mediciones del~consumo de
alimentos y liquidos se realizaron diariamente; la ingesta de energia~se~calculd

semanalmente; mientras que el PC se determind dos veces por semana utilizando
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una b;I“&‘za electronica de precision (Precision BJ 2200C). Al final de la intervencion
de”ocho semanas, los animales no mostraron cambios en la evolucion del peso
corporal semanal, la ganancia de peso total y la ingesta de energia entre los
tratamientos con los ENN en ratas con DN O DAG. Una descripcién detallada de los
resultados metabdlicos presentados en el estudio original se reportan en Ramos-
Garcia y cols. (2021). Al final de la intervencidén de 8 semanas, se aislé cada animal
para la recoleccion’ de muestras fecales frescas por duplicado en tubos estériles.
Todas las muestras se almacenaron inmediatamente a -80°C para su posterior
analisis.

En este estudio secundario, se seleccionaron los grupos de sucralosa y reb
A debido a su amplio consumo, popular. Ademas, el reb A es uno de los GE mas
abundantes en la hoja de €stevia, 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 y cols., 2009).

6.5. Dietas

La DN consistié en alimento estandar LabDiet Rodent® 5001 (28.67 % de proteina,
57.94 % de carbohidratos, 13.38 % de grasa) con densidad energética de 3.36
kcal/g y agua pura. La dieta alta en grasas (DAG) consistié en.alimento estandar
molido homogenizado con manteca de cerdo (26.7% hidratos dexcarbono, 13.2%
proteinas y 60.0% grasas, 4.6 kcal/g de energia). Todos los animales tuvieron

acceso ad libitum a alimentos y liquidos durante el periodo experimental.
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6.6. Determinacion taxonémica de la Ml
6.6.1. Extraccion de ADN

Las muestras fecales almacenadas a -80°C se descongelaron y se realizd la
extraccion del ADN total bacteriano de las muestras seleccionadas usando el mini
kit QlAamp® Fast DNA Stool (QIAGEN, Hilden, GE) (Cat. No. 51604) con algunas
modificaciones. (El' protocolo que se usd para este propoésito se describe
brevemente: 1) Colocar 250 mg de heces en un tubo de microcentrifuga y agregar
1 mL de tampdn InhibitEXsa_cada muestra; 2) Centrifugar las muestras a maxima
velocidad (1 min), retirar el Sobrenadante y colocar en un tubo nuevo de recoleccion;
3) Tomar 600 pl de sobrenadante; colocar en un tubo de microcentrifuga nuevo que
contendra 25 pul de proteinasa’ K y ‘adicionar 600 ul de tampdn AL (vortéxear); 4)
Incubar las muestras a 70°C~por 10 minxy Afadir 600 ul de etanol (96-100%) al
lisado (vértexear); 5) Tomar 600~ul delslisado, colocar en una columna de
centrifugado (centrifugar) y desechar._el tubo”que contiene el filtrado (repetir este
paso minimo 3 veces); 6) Adadir 500 ul de AW1 (centrifugar), luego 500 pl de AW2
(centrifugar), y colocar el lisado en un nuevo tubo dé_recoleccion en cada ocasion;
7) EI ADN se aislé6 mediante purificacién en columna y finalmente se recolectaron

100 pl de tampdn de elucidén (ATE) (ANEXO 1).

6.6.2. Evaluacion del rendimiento y la integridad del ADN

La pureza y la concentracion del ADN purificado se determind mediante las

relaciones de absorbancia en un espectrofotometro (NanoDrop® ND-2000;(Thermo
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Fisher gcientific, Waltham, MA, USA). Todas las muestras se cuantificaron por

duplicado y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis. La calidad del ADN
fecal.se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 100 V durante
30 minLas lecturas se realizaron en un transiluminador (Equipar, S.A. de C.V.) a

254 nm.

6.6.3. Secuenciacion del gen ARNr 16S

Las reacciones de secuenciacion se realizaron utilizando el servicio genémico de la
unidad de alta tecnologia del INMEGEN (Cd. de México, México), el cual se basa
en el protocolo de llumina, queiimplica un enfoque de PCR de dos pasos que genera
bibliotecas de amplicones listas para agrupar. En la primera reaccion de PCR, la
region de ADN diana se amplifica. utilizando cebadores especificos flanqueados por
colas. Estas colas permiten una-segunda reaccion de PCR para agregar secuencias
e indices del adaptador de lllumina a muestras,multiples (Cruaud y cols., 2017). Se
prepararon bibliotecas multiplexadas de acuerdo.con el protocolo de la plataforma
lllumina MiSeq con un enfoque en las regiones hiperyvariables V3-V4 del ARNr 16S

utilizando los siguientes primers :

S15F 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3

806R 5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3

Para cada muestra, se usaron 5 ng/uL de ADN purificado, 5 ul de primer
reverse (1 uM), 5 yL de cebador reverse (1 uM), 12.5 uL de 2X PlatinuprSuperFi

PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)y 10 uL deagua
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grado%;? MMMWR inicial. La
reaccion de PCR se realizé en un termociclador de 96 pocillos GeneAmp 9700 de
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE) de acuerdo con
los siguientes parametros: pre-desnaturalizacion (98 °C por 3 min), seguido de 25
ciclos de amplificacion: desnaturalizacion (98 °C por 30 seg), alineamiento (55 °C
por 30 segq), elongacién (72 °C por 30 seg) y un paso final de elongacion (72 °C por
5 min). Los amplicones se generaron, limpiaron, indexaron y secuenciaron de
acuerdo con el Protocolo de preparaciéon de la biblioteca de secuenciacion
metagendmica llumina MiSeg 16S con algunas modificaciones (lllumina, 2013).
Posteriormente, se ainadieron los adaptadores de secuenciacion de lllumina
y los codigos de barras de doble indice a los amplicones generados mediante el kit
Nextera™ XT Index (lllumina’lnc., San Diego, CA, USA). Se generaron lecturas
emparejadas de 2 x 250 (kit.MiSeq.V2, 500 ciclos). Los archivos FastQ se
demultiplexaron y se filtraron por calidad utilizando el software Trimmomatic v. 0.36
(Bolger y cols., 2014). Posteriormente;las secdencias corregidas se alinearon y se
usaron para asignar la taxonomia microbiana usandojos paquetes Dada2 y Deblur.
Los extremos de cada lectura se agruparon “en Unidades Taxonomicas
Operacionales (OTUs). Las secuencias con una similitud>.97% se asignaron a la
misma OTU (Silva v. 138). Se estimé a-diversidad y B-diversidad mediante los
indices de diversidad de Shannon y Bray-Curtis, respectivamente. Los datos de
componentes principales de las distancias de disimilitud de Bray-Curtis se

visualizaron mediante el software Emperor.
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6.7. Analisis estadistico

Los-datos se procesaron usando el Software Graphpad Prism v. 7.0 (San Diego,
CATEE. UU.) y QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) v. 1.9.1 (San
Diego, ‘CA, EE. UU.). La normalidad de la distribucién de los valores para cada
variable se_evalué con la prueba de D’Agostino-Pearson. Para una distribucion
normal se presentaron los datos como media * error estandar de la media (EEM) o
desviacion estandar)(DE). En caso de distribuciones no paramétricas, se
presentaron como mediana (percentil 25 y percentil 75). Las diferencias en la a-
diversidad (indice de Shannon) entre los diferentes tratamientos se comparé
mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Se utilizé el analisis de varianza multivariante
permutacional (PERMANOVA) con.la disimilitud de Bray-Curtis y el analisis de
componentes principales (PCoA) para analizar la B-diversidad. La diferencia en la
abundancia relativa media de los taxones“bacterianos y la relacion F/B entre los
edulcorantes se compararon mediante~el analisis de varianza (ANOVA) de una via
con comparaciones multiples o la pruéba no paramétrica de Kruskal-Wallis con la
prueba post hoc de Tukey o Dunns, respectivamente. La proporcién de
Firmicutes/Bacteroidetes (relacidén F/B) se calcul6 dividiendo la abundancia relativa
de Firmicutes por la de Bacteroidetes. Se utilizé la prueba t de Student de dos colas
o de Mann Whitney para analizar las diferencias entre las dietas. Se consideraron

estadisticamente significativos aquellos valores de p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1#Efecto de los ENN sobre la diversidad de la Ml

El analisis“de componentes principales (PCoA) de las distancias de Bray-Curtis
mostré que SEL o REB no alteraron la 3- diversidad en ratas con DN o DAG. En las
ratas con DN, ek’'econsumo de SAC y en aquellas que recibieron DAG y SCL
mostraron una tendencia a agruparse separadamente del tratamiento con GLU, sin
embargo, el ajuste de pno_respalda estas diferencias (PERMANOVA, p =0.02y q
= 0.16). La variacion en ‘el conjunto de datos se explica por dos componentes
principales, con una variacion acumulada del 25.29 %. (FIGURA 1A, B, TABLA 1).
No se encontraron diferencias significativas en la a-diversidad (indice de
Shannon) a nivel de OTU entretratamientos en DN o DAG (p > 0.05) (FIGURA 2A,

B, TABLA 2).
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FIGURA 1. Efecto de los ENN'sobre la 3- diversidad (indice de Bray-Curtis) de
la Ml en ratas. Analisis de, camponentes principales (PCoA) para examinar las
distancias filogenéticas entire tratamientos. DN, dieta normal; DAG, dieta alta en
grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa; REB, reb A, SCL, sucralosa.
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FIGURA 2. Efecto de los ENN sobre la a-diversidad (indice desShannon) de la
Ml en ratas. Los datos se basaron en funcion de la riqueza de [as\OTU’s y se
presentan como media £ EEM. El analisis se realizé utilizando ANOVA de una via
con comparaciones multiples y la prueba post hoc de Tukey. DN, dieta normal; DAG,
dieta alta en grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa; SCL, sucralosa; REByreb A.
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TABLA 1. PERMANOVA sobre la distancia de Bray-Curtis (permutaciones =
9999) para la B-diversidad de la Ml entre tratamientos.

. DN DAG
Comparaciones n Pseudo-F p q n Pseudo-F p q
GLUY*vs SAC 7 2.74 0.02 0.16 7 1.37 0.18 0.27
GLU/Vvs. SCL 5 1.81 0.19 0.27 9 1.90 0.02 0.16
GLU vs'"REB 7 1.18 0.24 0.29 8 1.57 0.06 0.17

*n < 0.054DN, dieta normal; DAG, dieta alta en grasa; GLU, glucosa; SAC,
sacarosa; SCL, sucralosa; REB, reb A; Pseudo-F, Valor F por permutacion.

TABLA 2. Analisis de a-diversidad de la MI entre tratamientos con ENN en
comparacion comrla glucosa.

. DN DAG
Comparacionhes
n p q n p q
GLU vs SAC 4 0.15 0.70 3 0.48 0.74
GLU vs SCL 2 0.08 0.70 5 0.22 0.71
GLU vs REB 4 0.47 0.74 4 0.24 0.71

Los datos se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las
diferencias en la a-diversidad.entre los tratamientos en ratas con DN o DAG. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. GLU, glucosa; SAC,
sacarosa; SCL, sucralosa; REB, reb A.

7.2. Efecto de los ENN sobre\la composicion de la Mi

La FIGURA 3 muestra la distribucion\.de_los cuatro filos dominantes entre
tratamientos en los grupos con DNwy DAG. /Los filos dominantes en todos los
tratamientos en ambos grupos fueron Firmicutes ADN: 67.44 % + 5.06 %; DAG:
75.59 % * 4.72 %) y Bacteroidetes (DN: 31.49 % + 5.072%%; DAG: 19.26 % + 4.60%),
con una menor proporcion de Actinobacteria (DN: 0.38%+4.0.06%; DAG: 1.38% =
0.40%) y Proteobacteria (DN: 0.105% + 0.04%; DAG: 0.47% + 0.21%).

En ratas con DN, SAC (52.08 % * 9.40 %, p = 0.02) disminuyd Firmicutes 'y
aumenté Bacteroidetes (47.05% + 9.59%, p = 0.02) en relacién con*GLY (90.16% +
4.40%) (FIGURA 3A). En ratas con DAG, no se detectaron modificaciones

Firmicutes y Bacteroidetes (p > 0.05). Con la DAG, se observé la presencia de
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significancia estadistica (FIGURA 3B).
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FIGURA 3. Distribucion de los cuatro filos dominantes entre los tratamientos
con ENN en ratas. Los datos se expresan como abundancia relativa (%) y se
presentan como media £ EEM. El analisis se realizé utilizando ANOVA de una via
con comparaciones multiples o Kruskal-Wallis con la prueba post hoc de Tukey o
Dunns. DN, dieta normal; DAG, dieta alta en grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa;
SCL, sucralosa; REB, reb A.

Un aumento en la relacion F/B se correlaciona con ‘el desarrollo de
alteraciones metabdlicas, particularmente obesidad (Becker y cols., 2020). En ratas
con DN, solamente la SAC mostré una reduccion significativa en la relacion F/B

[0.88 (0.54, 3.77)] en comparacion con GLU [17.52 (5.17, 94.87)] (p = 0.038)
39



Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud
Resultados

(FIGURA 4A). En los animales que recibieron la DAG no se observaron diferencias

significativas entre los ENN (FIGURA 7B) y tampoco entre las dietas (p > 0.05)

(FIGURA 4C).
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FIGURA 4. Efecto de los ENN en la‘relacion F/B en ratas. Los datos se expresan
como abundancia relativa (%):El'analisis se realizé utilizando ANOVA de una via o
Kruskal Wallis con la prueba post/hoc de Tukey o Dunns, respectivamente. *p < 0.05

vs GLU. DN: dieta normal; DAG, dieta altasen grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa;
SCL, sucralosa; REB, reb A.

La FIGURA 5 muestra la distribucion deda.MI a nivel de clase en los diferentes
tratamientos con ENN en ratas con DN y DAG.#En ratas con DN, el consumo de
SAC (47.05% £ 9.59%, p = 0.024) aumento la abundancia de Bacteroidia en
comparacién con GLU (9.09 % £ 4.34) (FIGURA 5A){ Epsratas con DAG, REB
(16.45% = 7.11%, p = 0.003) disminuyé la proporcion de Bacilli en comparacion con
GLU (63.72% = 10.74%) (FIGURA 5B). No se identificaron cambios significativos

con el consumo de los ENN en otras clases bacterianas (p > 0.05):
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FIGURA 5. Efecto de los ENN sobre la composicion de la Ml a nivel de clase
en ratas. Los datos se expresan como abundancia relativa (%) y se presentan como
media + EEM. Los datos se analizaron usando ANOVA de“una via con
comparaciones multiples con la prueba post hoc de Tukey. *p < 0.06vs. GLU, **p <
0.05 vs. SUC. n = 5 muestras por grupo. DN, dieta normal; DAG, dieta alta en
grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa; SCL, sucralosa; REB, reb A.
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La Q\Flmnero en los
diferentes tratamientos con ENN en ratas con DN o DAG. Los géneros principales
se‘encontraron en los filos Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria. En ratas con
DN, SC(3.60% + 1.41%), REB (3.71% £ 1.61%) y SAC (1.78% % 1.29%) redujeron
la abundancia relativa del género beneficioso Romboutsia (filo: Firmicutes; Familia:
Peptostreptococeaceae) comparado con GLU (21.40% + 8.23%, p < 0.05) (FIGURA
6A). En ratas eon_DAG, SCL (42.67% = 6.98%) y REB (6.85% + 6.67%)
disminuyeron Lactobacillus (filo: Firmicutes; Familia: Lactobacillaceae) respecto a
GLU (59.69% = 11.51%)+Se observé que el REB (11.53% £ 4.22%) incrementd
Faecalibacterium (filo: Firmicutes; Familia: Ruminococcaceae) comparado con SAC
(1.99% £ 0.68%, p <0.01) (RIGURA 6B). En otros géneros, no observamos

significancia estadistica.
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FIGURA 6. Distribucion de los principales_géneros de la Ml después del
consumo de ENN en ratas. Los datos se expresanicomo media £ EEM. Los datos
se analizaron usando PCoA o ANOVA de una via Con’comparaciones multiples con
la prueba post hoc de Tukey. *p < 0.05 vs. GLU, $p <0.05 SAC. n = 5 muestras por

grupo. DN, dieta normal; DAG, dieta alta en grasas; GLU, glucosa; SAC, sacarosa,;
SCL, sucralosa; REB, reb A.

7.3. Efecto de la DAG sobre la diversidad, la composicion y la relaciéon F/B de
la MI

Se evalud el efecto de la DAG sobre la Ml independientemente."del tipo de
edulcorante. En la FIGURA 7 se muestran los efectos de la DAG sobre la.diversidad,

la composicion y la relacion F/B de la MI. Con el consumo de la DAG, no se
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identificaron efectos significativos en la - diversidad (TABLA 3, FIGURA 7A), en la

a~"diversidad (indice de Shannon, FIGURA 7B), en la composicién a nivel de filo
(FIGURA 7C) o en el indice F/B (p > 0.05) (FIGURA 7D). A nivel de clase, la DAG
aumentdlas proporciones de Bacilli [40.30% (21.24, 74.54)] (p = 0.03) y
Coriobacterija [0.62% (0.24, 1.80)] (p = 0.02)] en relacion con la DN [16.68% (8.14,
28.29); 0.29% (0,15, 0.50), respectivamente] (FIGURA 7E). Se observé una
potencial diminucién de Clostridia, sin embargo, no se encontré significancia
estadistica. Por otro lade, a nivel de género, la DAG no indujo modificaciones
significativas sobre Lactebaciflus, Romboutsia y Faecalibacterium (p > 0.05) (datos

no mostrados).

TABLA 3. PERMANOVA:sobre la distancia de Bray-Curtis (permutaciones
= 9999) para la B-diversidad,dela Ml entre dietas.

Comparaciones n Pseudo-F p q
DN + GLU vs DAG + GLU 7 142 0.18 0.27
DN + SAC vs DAG + SAC 7 1.94 0.05 0.17
DN + SCL vs DAG + SCL 7 1.50 0.12 0.23
DN + REB vs DAG + REB 8 1.44 0.11 0.23

*p < 0.05. DN, dieta normal; DAG, dieta alta en~grasa; GLU, glucosa; SAC,
sacarosa; SCL, sucralosa; REB, reb A; Pseudo-F, ¥aler F por permutacion.
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FIGURA 7. Efecto de la DAG sobre la diversidad (A, B), la composicién a nivel
de filo (C), la relacién F/B (D) y clases mas abundantes (E) de la-ML Los datos
se expresan como abundancia relativa (%) y se presentan como mediasx EEM o
mediana (p25, p70). El analisis se realiz6 con la prueba t de Student no‘pareada o
de Mann-Whitney. *p < 0.05. DN: dieta normal; DAG, dieta alta en grasas;GLU,
glucosa; SAC, sacarosa; SCL, sucralosa; REB, reb A.
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8. DISCUSION

El' presente estudio encontré6 que el consumo de sucralosa o reb A en dosis
equivalentes a la IDA durante 8 semanas no modificé la diversidad y la composicion
de la Ml'a nivel de filo y clase, sin embargo, indujo una reduccién en las proporciones
de Romboutsia'y Lactobacillus, que son géneros que se han asociado con efectos
benéficos. Por‘otra, parte, la DAG provoco efectos en la microbiota que podrian
asociarse a disbiosis.intestinal, independientemente del edulcorante.

Se conoce que la'MI es un elemento clave en la regulacion del metabolismo
(de Vos y cols., 2022), sin embargo, hasta la fecha no existe una comprension clara
de lo que constituye una Ml sana.'\L.a composicion de la microbiota es unica de cada
individuo, debido en parte a. la=diversidad en cada nivel taxonémico y a las
variaciones en la tasa de crecimiento_bacteriano. Estudios recientes identificaron
especies bacterianas particulares.asociadas con una microbiota sana. Las especies
bacterianas que residen dentro de la capa mucosa del colon pueden influir en el
mantenimiento de la homeostasis celular del hospedero o en la activacién de
mecanismos inflamatorios (Carding y cols., 2015). En’general, una alta diversidad
de taxones y riqueza de genes bacterianos caractefizan a las comunidades
bacterianas intestinales sanas (Fan y cols., 2021). De esta manera, la disbiosis
intestinal esta relacionada con la disminucién de la diversidad bacteriana, la pérdida
de microbiota beneficiosa o el crecimiento excesivo de bacteriasidafinas (Hrncir,

2022).
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@Las mmm—wedenRMnte cambios
en’los macronutrientes que se ingieren en la dieta. Estas modificaciones en la MI
puéden alterar |la barrera intestinal, desencadenar respuestas inflamatorias e influir
en el metabolismo, como sucede con la ingesta de DAG o dietas altas en
carbohidratas, simples (Hrncir, 2022; Schulz y cols., 2014). Una de las principales
modificacioneg’eén. la dieta durante las ultimas décadas es el aumento del consumo
de alimentos procesados, que frecuentemente contienen aditivos naturales o
producidos sintéticamente, entre ellos los ENN.

El impacto del consumo de ENN sobre la Ml tomé relevancia desde la
publicacién de un estudio realizado por Suez y cols. (2014). Ellos mostraron que el
consumo de sucralosa (1666 mg/kg/d, 100x la IDA), sacarina (3333 mg/kg/d, 650x
la IDA) o aspartame (1333.mg/kg/d, 30x la IDA) por 11 semanas indujo IG en
roedores y humanos. La mayor_respuesta glucémica se observd después del
consumo de sacarina en roedoresyy también_se reprodujo en 4 de 7 sujetos sanos
después de recibir 5 mg/kg/d de este'ENN durante una semana. El desarrollo de la
IG fue atribuida a los cambios en la Ml causada por el desbalance en la proporcién
de ciertos taxones bacterianos, incluidos el aumento de‘Bacteroides y la disminucion
de Clostridiales. Suez y cols. integraron por primera vezia_evaluacion del impacto
de los ENN sobre el metabolismo glucémico y su relacién con losi\cambios en la Mi
(Suez y cols., 2014).

En la presente investigacion encontramos que el consumo de sucralosa o reb
A no indujo modificaciones en la a- y B-diversidad de la microbiota en ratas.con DN
o DAG. Nuestros resultados concuerdan con un experimento previo en el cual la
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sucraI:)sa nchWMWconsumieron
una DN o una DAG (Wang y cols., 2018). En otros trabajos se encontraron
resultados similares que respaldan la ausencia de efectos de la sucralosa (0.43 mg
0 0.62 mg) y el reb A (0.5 mg/mL o 5.0 mg/mL) sobre la diversidad microbiana,
particularmente cuando son administrados en dosis por debajo de la IDA (Li y cols.,
2014; Zhang ¥ cols., 2021). En contraparte, otras investigaciones en modelos
animales o humanos con sobrepeso y obesidad encontraron una disbiosis
caracterizada por una diversidad reducida (Castaner y cols., 2018; Turnbaugh y
cols., 2006). Las diferengias-en los resultados probablemente se deban en gran
medida a las variaciones en eldisefio experimental como diferencias en la duracion
de la intervencion, la dosis utilizada o el tipo de edulcorante administrado.

Los cambios en los diferentes niveles taxondémicos de la MIl, a menudo se
asocian con impactos funcionales en el hospedero. Firmicutes y Bacteroidetes
tienen una relacion significativa c¢on el 'metabolismo del hospedero. Firmicutes
puede ser mas efectivo en la extraccién de energia de los alimentos; mientras que
Bacteroidetes participa en la degradacion de glucanos)(Tang y cols., 2022). Estudios
previos encontraron una reduccién de Bacteroidetes yuh aumento de Firmicutes en
humanos y modelos animales de obesidad (Schwiertz y cols., 2010).
Particularmente, se reporté que la sucralosa puede causar disbiosis de bacterias
intestinales en ratas (Abou-Donia y cols., 2008) y desregulacion metabdlica en
ratones (Suez y cols., 2014). Nuestros resultados mostraron que, a'nivel de filo, el
perfil taxondmico fue dominado por Firmicutes y Bacteroidetes en la DN'y.la DAG,
con la presencia de Actinobacteria y Proteobacteria en proporciones menores/en la
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DAG. A;\‘;umncia total de
Bacteroidetes y Firmicutes con la DAG. Estudios previos mostraron que la DAG
puede conducir a una mayor proporcion de Firmicutes y una disminucion de
Bacteroidetes (Liu y cols., 2017; Turnbaugh y cols., 2008), lo que contrasta con
nuestro resultado. Sin embargo, los cambios en la abundancia y diversidad de la Ml
mediados porla DAG permanecen controversiales. Numerosos estudios
demuestran que,f1a. DAG incrementa Firmicutes y disminuye Bacteroidetes
(Crawford y cols., 2019; He y cols., 2018; Murphy y cols., 2015). Aunque otro estudio
mostré que las DAG ingefidas a corto plazo conducen a una disminucién de los
niveles de Firmicutes en humanos (David y cols., 2014).

Por otra parte, la relacion F/B ha sido ampliamente utilizada como marcador
de obesidad (Magne y cols.,.2020). A pesar de lo anterior, en esta investigacién no
detectamos diferencias en la relaciéon E/B entre los tratamientos con ENN y entre
las dietas, de manera similar a otrgs estudios, los cuales examinaron esta relacion
en animales que recibieron DN o DAG(Magne’y cols., 2020). Otros reportaron que
la relacion F/B se incrementa con el consumo de DAG, pero decrece la diversidad
bacteriana (Turnbaugh y cols., 2008). Sin embargoy“aunque no se presentaron
efectos significativos en la relacion F/B, el régimen de DAG provocé alteraciones en
la MI a nivel de clase, incrementando la proporcion de Bacilli, independientemente
del ENN. Un trabajo previo reporto resultados similares de Bacillidespués de solo
una semana de intervencion con DAG, pero su proporcion dismintuydyluego de 4

semanas en ratones (Tang y cols., 2022). La ausencia de efectos significativos de
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los El:lN y dWMMWmente por el
aumento que observamos en Bacilli y la potencial diminucion de Clostridia.

Previamente, nuestro grupo de trabajo identific6 que diversos ENN,
incluyendo sucralosa y reb A, no causaron efectos sobre la ingesta energética, el
peso corporaly la glucemia posprandial en ratas sanas o con respuesta glucémica
alterada inducida_por la DAG (Ramos-Garcia y cols., 2021). Sin embargo, es
importante destagar, que el aumento de Bacilli podria estar asociado con la
respuesta glucémica alterada en estos animales. En general, el consumo excesivo
de grasas y carbohidrates’en-las dietas occidentales se relaciona con alteraciones
en el microbioma que contribdyen a los procesos inflamatorios y a la resistencia a
la insulina inducida por la obesidad (Guimaraes y cols., 2020; Xu y cols., 2003). En
esta linea, se reportdé que cada tipo de grasa ingerida en la DAG puede inducir
diferentes modificaciones en la.composicion de la Ml (Singh y cols., 2022). Ademas,
se ha propuesto que ciertos grupes bacCterianos presentan la capacidad de
metabolizar lipidos, lo que podria resultar en un mecanismo principal para los
cambios en la MI (Machate y cols., 2020; Netto Candido y cols., 2018).

A nivel de clase, solamente el consumo de sacarosa aumento la abundancia
de Bacteroidia en ratas con DN. La mayoria de los estudios documentan que las
dietas altas en carbohidratos promueven cambios en la compesicion de la MI,
particularmente, disminuyendo Bacteroidetes y aumentando Firmicutes (Satokari,
2020). Sin embargo, los efectos de la sacarosa en la disminucion de_.Bacteroidetes
es controversial (Cani y cols., 2008; Daniel y cols., 2014; Singh y cols., 2017).
Mientras tanto, la exposicion a reb A disminuyd la abundancia de Bacilli enratas
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con D:AG, IOWMMeMO de esta
clase se asocia con alteraciones en el metabolismo (Tang y cols., 2020).

De manera importante, sucralosa o reb A indujeron una disminucion del
género Remboutsia en ratas con DN. Estas bacterias pueden utilizar carbohidratos,
fermentar diversos aminoacidos y modular el metabolismo de los lipidos (Gerritsen
y cols., 2019)+De.igual manera, reb A y sucralosa disminuyeron Lactobacillus en
ratas con DAG. Previamente se ha informado que ambos géneros estan asociados
con funciones benéficas participando en la regulacién del metabolismo de los lipidos
y el mantenimiento de la.funcion de la barrera epitelial intestinal (Zhu y cols., 2022).
Nuestros resultados concuerdan con otras investigaciones donde los glucésidos de
estevia mostraron una influencia inhibitoria sobre Lactobacilli (Gardana y cols.,
2003) o incluso reb A inhibid in vitro el crecimiento de cepas probidticas de
Lactobacillus (Denina y cols., 2014).

Trabajos recientes destacanda importancia de evaluar los efectos de las DAG
en combinaciéon con los ENN, para comprendeér la influencia de las diferencias en
las proporciones de macronutrientes sobre el estadoymetabdlico (Nettleton y cols.,
2019). En este trabajo incluimos un andlisis del“efecto de la DAG sobre la
microbiota. La DAG aumentd las proporciones de Bacilli“y-Coriobacteriia, 10 que
podria asociarse con disbiosis intestinal. Es bien conocido que ebalto contenido de
grasas en la dieta modula la composicién de la MI. Por ejemplo,.los modelos
murinos alimentados con DAG presentaron menor proporcién de Bacteroidetes y
mayor proporcidon de Firmicutes y Proteobacteria (Hildebrandt y cols., 2009;

Tremaroli y cols., 2012; Woting y cols., 2016).
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vEn&‘generaI, en este estudio encontramos que cuando se adicionaron los ENN
aJa bebida en cantidades equivalentes a la IDA, no provocaron alteraciones sobre
la diversidad y la composicién de la microbiota a nivel de filo y clase, sin embargo,
se observo una reduccion en géneros considerados beneficiosos. Estos resultados
contrastan con la ausencia de efectos de los ENN sobre la respuesta glucémica, el
peso corporal 01a ingesta energética que se reportd en nuestra investigacion previa
(Ramos-Garcia y-¢0ls., 2021). Sin embargo, consideramos que las reducciones en
estos géneros beneficioses podrian dar lugar a mayores alteraciones metabdlicas
si se incrementaran losgperiodos de tratamiento o las dosis administradas. En
relacion con las dosis, trabajos’previos han observado alteraciones mayores cuando
se han administrado dosis_muy elevadas de ENN. Por ejemplo, acesulfame k y
aspartame, administrados'a.2.5 o 30 veces la IDA, respectivamente, promovieron
alteraciones en la Ml (Bian y cals., 2017a; Suez y cols., 2014); mientras que no se
encontraron alteraciones cuando /se respeté la IDA de sacarina, aspartame o
sucralosa (Falcon y cols., 2020; Palmnas y cols., 2014; Uebanso y cols., 2017).

Pocos estudios han investigado los efectos.dejla suplementacion crénica de
la sucralosa o reb A sobre la Ml en modelos animales-eon DAG. Sumado a esto, los
resultados son inconsistentes debido a la gran variabilidad en los disefos
experimentales de cada estudio. Una de las principales problematicas observadas
en estos trabajos ha sido el uso de dosis demasiado elevadas que'no corresponden
a lo que un humano podria ingerir de manera habitual. Este tipo de‘intervenciones,
aunque inducen modificaciones muy pronunciadas, no son compatibles. con el
consumo que habitualmente tiene una persona en la vida diaria. Otra caracteristica,
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es qué Ia&‘mayoria de los autores escasamente han comparado los efectos de los
ENN en modelos con DAG o DN. Por lo que son deseables estudios futuros que
evaluen el impacto del consumo de aditivos/ingredientes alimentarios sobre la
microbieta en modelos animales que incluyan las diferentes dietas consumidas por
la poblacionsTambién es importante mencionar que los mismos 4 filos bacterianos
predominantes“descritos en humanos (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria) se'detectan en el contenido cecal o fecal de rata, lo que sugiere que
las ratas son un buen medelo para estudiar la influencia de la dieta en la MI. No
obstante, debido a diferenCias potenciales en la composicion de la Ml de humanos
y ratas a nivel de especie, s€ debe ser cuidadoso al extrapolar los hallazgos del
modelo de rata a humanos.

Las fortalezas del presente trabajo son las siguientes: se incluyé un modelo
de IG inducido por DAG en ratas,.el cual’podria reflejar el régimen nutricional de la
dieta occidental (Ramos-Garcia y ¢0ls., 2021). Incluimos el uso de un ENN natural
y uno artificial; la administracién de dosis equivalentes a la IDA; y la inclusién de
glucosa y sacarosa como controles. El uso de la secuenciacion del gen ARNr 16S
constituye un método confiable para estudiar la diversidad y la composicién de la
microbiota. El disefio de este trabajo se baso en el resultado.-primario, que consistié
en la respuesta de glucosa posprandial a una prueba de tolerancia,oral a la glucosa.
El analisis de la MI fue un resultado secundario exploratoriof_ como se informé
previamente. Por otra parte, entre las posibles limitaciones del presente trabajo se
encuentra el no incluir los datos de la microbiota basal, ni evaluar los mecanismos
por los cuales la dieta influye en los cambios sobre la MI.
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9. CONCLUSIONES

Se demostrd que la sucralosa o el reb A, cuando se consumen a las dosis
recomendadas, no provocaron alteraciones en la diversidad y la composicion
de la Milra nivel de filo y clase, sin embargo, indujeron una reduccion en las
proporcioneés) de Romboutsia y Lactobacillus, que son géneros que se han
asociado conefectos benéficos en la salud.

La DAG indujo un incremento en los niveles de Bacilliy Coriobacteriia, a pesar
de no observarse cambios en la relacién F/B, sugiriendo una potencial disbiosis
intestinal relacionada con“grupos bacterianos especificos.

Aunque la relacion F/B_es 'utilizada ampliamente como un indicador de riesgo
en los pacientes con obesidad o trastorno metabdlico, el estudio de las
modificaciones a nivel de/.claseysgénero y especie podria brindar una

informacion mas especifica para la intefvencion clinica.

Recomendaciones

Incluir las mediciones basales de la M| para comparar los cambios en la
diversidad y composicion antes y después de las intervenciones.

Incluir determinaciones de AGCC y marcadores proinflamatorios como LPS,
TNF-o o IL-6 para identificar vias metabdlicas relacionadas con las
modificaciones en la MI.

Se deben evaluar los efectos de los ENN, con dosis que no excedan-la IDA,

sobre la Ml y el metabolismo en humanos.
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10. PERSPECTIVAS

Emplear herramientas como la metaprotedmica, la metaboldmica y la
transcriptomica para obtener una comprension de los mecanismos, metabolitos
y expresion de genes o proteinas implicados en la interaccion entre el consumo
de los ENNy la MI.

Gran parte‘de la atencién se ha centrado en el analisis de la microbiota fecal,
sin embargo, 'muchas funciones metabdlicas también ocurren a nivel del
intestino delgado. EI'muestreo en diferentes secciones del TGl podria contribuir
al entendimiento del papel de la microbiota en la fisiologia y las interacciones

metabdlicas entre especies:
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo para la extraccion de ADN
QlAamp® Fast DNA Stool Mini kit QIAGEN (Hilden, GE)

Cat. No. 51604

Puntos importantes antes de comenzar:

o Preparar un{bafo maria a 70°C para su uso en el paso 7.

o Disolver cualquierprecipitado en el Buffer AL y el Buffer InhibitEX incubando
a 37-70°C.

o Anfadir etanol a los concentrados Buffer AW1 y Buffer AW2.

o Mezclar todos los buffers antesyde usar.

Procedimiento:

1. Pesar 180-220 mg de heces, en‘un tubo de microcentrifuga de 2 ml (no
incluido) y colocar el tubo en hielo.

2. Agregar 1 ml de buffer InhibitEX a cada muestra de heces. Agitar en el vortex
continuamente durante 1 minuto o hasta que _Jla muestra de heces esté
completamente homogeneizada.

3. Centrifugar la muestra a maxima velocidad durante 1'minuto para sedimentar
las particulas de materia fecal.

NOTA: No transferir ningun material sélido. Si las particulas‘aun son visibles

en el sobrenadante, vuelva a centrifugar.
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4. Pipetaar 25 |1 0o proteinase K en un nusvo 1ubo ds microcentrifuga de 1.5
ml (no incluido).

5. Pipetear 600 pl de sobrenadante del paso 3 en el tubo de microcentrifuga de
2l que contiene proteinasa K.

6. Anadir600 ul de buffer AL y agitar en el vértex durante 15 s.
NOTA:/No agregar proteinasa K directamente al Buffer AL. Es fundamental
que la muestra y el tampdén AL sea mezclado a fondo para formar una
soluciéon homogénea

7. Incubara 70 ° C durante 10 min.

8. Afadir 600 pl de etanol(96—100%) al lisado y mezclar con vértex.
NOTA: Centrifugar brevemente para eliminar las gotas del interior de la tapa
del tubo (opcional).

9. Pipetear con cuidado .600 ul" dé' lisado del paso 8 a la columna de
centrifugacion QlAamp.
NOTA: Cerrar la tapa y centrifugar a’maxima velocidad durante 1 min.
Colocar la columna de centrifugacion QIAamp en un nuevo tubo de
recoleccion de 2 ml y desechar el tubo que contiene el filtrado.

10.Repetir el paso 9 hasta que se haya cargado todo ellisado en la columna (3X

aproximadamente debe realizarse este paso).

NOTA: Cerrar cada columna de centrifugado para evitaryla _formacién de

aerosoles durante la centrifugacion. Si el lisado no ha pasado Completamente

a través de la columna después de la centrifugacién, vuelva a.centrifugar

hasta que la columna de centrifugacién QlAamp esté vacia.
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11?;ir con cuidado la columna de centrifugado QlAamp y afiadir 500 pl de
buffer AW1.

NOTA: Centrifugar a maxima velocidad durante 1 min. Colocar la columna
de~centrifugacion QlAamp en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml y
desechar el tubo de recoleccion que contiene el filtrado.

12. Abrir con“cuidado la columna de centrifugado QlAamp y afiadir 500 pl de
buffer AW2.Centrifugar a maxima velocidad durante 3 min. Deseche el tubo
de recoleccion que contiene el filtrado.

13.Colocar la columpa de centrifugacion QlAamp en un tubo de recoleccion
nuevo de 2 ml (no incluido) y desechar el tubo de recoleccién antiguo con el
filtrado. Centrifugar a.umaxima velocidad durante 3 min.

NOTA: Este paso ayuda a eliminar la posibilidad de un posible arrastre de
Buffer AW2.

14.Transferir la columna de (Centrifugacion QIAamp a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 2 ml etiquetado (no¢ncluido) y pipetear 100 pl de buffer
ATE directamente sobre la membrana QlIAamp en dos partes (50/50 uL por
separado). Incubar durante 1 min a temperatura’ambiente, luego centrifugar
a maxima velocidad durante 1 min para eluir el ADN.(Este paso repetirlo en
cada ocasion).

NOTA: Si el rendimiento se va a cuantificar por absorbancia UV, poner en
blanco el dispositivo de medicién con Tampon ATE para evitar, resultados

falsos. Almacenar el eluido a =20 ° C.
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Abstract: The aim_of,this study was to evaluate the effects of non-nutritive sweeteners (NNS)
consumption on energy intake, body weight and postprandial glycemia in healthy and with altered
glycemic response ratsi/Animals orfnormal diet (ND) or high-fat diet (HFD) were divided to receive
NNS (sucralose, aspartame, stevia, rebaudioside A) or nutritive sweeteners (glucose, sucrose) for
8 weeks. The NNS were administered at doses equivalent to the human acceptable daily intake (ADI).
A test using rapidly digestible starch was performed before and after treatments to estimate glycemic
response. No effects of NNS cofistumption were observed on energy intake or body weight. Sucrose
provoked an increased fluid constimption, héwever, energy intake, and weight gain were not altered.
In ND, no effects of NNS on glycemic response were observed. In HFD, the glycemic response was
increased after sucralose and stevia when only_the, final tolerance test was considered, however,
after including the baseline test, these results weremo longer significant compared to glucose. These
findings provide further evidence suggesting thatiatithe recommended doses, NNS do not alter
feeding behavior, body weight or glycemic tolerance in healthy and with altered glycemic rats.

Keywords: appetite; aspartame; energy metabolism; stevia;Sucralose; rebaudioside A

1. Introduction

The overconsumption of energy-dense foods, rich in sugar, Has contributed to the rapid
increase of metabolic disorders [1]. Non-nutritive sweeteners (NINS) are food additives
with the advantage of providing high potency in sweetness but with~few or no caloric
content [2]. Worldwide NNS consumption has increased and Mexico.exhibits a high
proportion of nutritional products containing NNS [3]. The three most popular NNS are
sucralose, aspartame and stevia; the first two being from synthetic origin (artificial) and
the latter from natural sources [4,5].

Although NNS were developed to help control caloric intake, body weight, or glycemia
concentrations in people with high risk for developing type 2 diabetes (T2DM) or already
with diabetes [6], evidence has revealed that these additives may disturb glucose home-
ostasis and feeding behavior in animal models and humans [7]. Some of the proposed
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mechanisms to explain how these additives can provoke these alterations include the degra-
dation of the ability to induce reward response in the central nervous system compared
to sugar-sweetened foods or beverages, the alteration of incretin and insulin secretion,
the upregulation of pro-inflammatory and adipogenesis promoting pathways and the gut
microbiota disturbance [8,9].

The results regarding the effects of NNS on caloric consumption and weight gain
have been mixed. While some indicate NNS may be beneficial [10,11], others report body
weight gain [12]. In this line, the effects of NNS on glycemic response are also controversial.
Some studies have found harmful effects. Pepino et al. found that sucralose induced an
increase in glycemic and insulin responses in people with obesity [13]. Suez et al. showed
that NNS induced glucose intolerance in rodents and humans [14]. In a more recent study;,
Romo-Romo et al. showed that a moderate consumption of sucralose (15% of ADI) for only
14.days induced a reduction on insulin sensitivity in healthy subjects [15]. These studies are
in(contrast with others who have reported no effects. Higgins et al. found that high doses
of aspartame for 12 weeks, did not affect glycemia and body weight in lean adults [16]. A
different’study showed that the consumption of carbonated beverages with aspartame and
ace-k for 12 weeks had no effect on insulin sensitivity in non-diabetic subjects [17].

Animal'models have been used to investigate NNS effects because of the advantages
of better conttohin the administered doses and a shorter treatment period. It is known
that many foods®©f,daily use for humans have a high NNS content which makes difficult
to regulate the amGunt ingested. In addition, a common limitation of previous studies
is the use of high'NNS, doses; in some cases, far beyond the currently established FDA-
approved acceptable\daily intake (ADI) in humans which may reduce the relevance of their
findings [18,19]./Here, we used NNS doses from natural and artificial sources adjusted by
daily fluid andébedy weight'to be equivalent to the ADI. Although these doses could seem
low for animal models, we consider them to be adequate for mimicking real-life human
conditions. For cemparisonythe FDA estimates the ADI equivalents to be 75 tabletop
sweetener packets (TSP)or 1849 cans (1 can = 12 oz, or 355 mL) of diet cola for aspartame,
23 TSP or 6 cans of diet’cola for sugralose and 9 TSP for stevia [20,21], which typically
surpass the daily ordinafy consumption in the general population. Regarding the period
of intervention, the 8 weeks’of NNS treatment chosen for the animals in the present study
correspond to approximately™.7 years ©f life in humans [22].

On the other hand, the conclusions‘abetit the effects on glycemic response have been
usually based only on outcomes from an oral‘glucose tolerance test (OGTT) performed at
the end of the intervention period administering oral pure glucose to the animals. Here,
the glycemic responses were evaluated by an dralstarch tolerance test (OSTT) carried out
both at the end and at the beginning of the experiment. This latter test was performed
administering rapidly digestible starch which provides gtiick rises in postprandial glycemia
and could offer lower variability compared to the OGTT[23,24]. The baseline tolerance test
allowed us to determine whether the post-test adjustedfor pre-test scores differed between
treatments. We hypothesized that the chronic consumption of NNS at doses equivalent to
ADI would lead to an increased energy intake, weight gain‘and impaired glucose tolerance
in healthy and with altered glycemic response rats.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Animals

Adult male Wistar rats weighing 150-200 g (6 to 8 weeks old) were provided by
the Faculty of Medicine of the National Autonomous University of Mexico (UNAM) and
housed in polycarbonate cages (four per cage) at controlled temperature (18C to 26 °C),
ventilation cycles (12 to 15 air changes per hour), relative humidity (45%to 60%), and
12/12 h light/dark cycles (7:00 h to 19:00 h). The experimental procedures were managed
according to the Official Mexican Standard NOM-062-ZO0-1999 and the guidelines es-
tablished by the Research Committee for the Care and Use of Laboratory Animals of the
UNAM. The study protocol was approved by the Investigation Committee of the Academic
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Division of Health Sciences, Juarez Autonomous University of Tabasco (Approval No.
002/CIP/DACS).

2.2. Diets

Normal diet (ND) consisted in standardized LabDiet Rodent® 5001 chow (28.67%
protein, 57.94% carbohydrate, 13.38% fat; 3.36 kcal/g), and pure water. High-fat diet (HFD)
was daily prepared mixing standard diet with lard in pellets (4.6 kcal/g of energy, 26.7%
carbohydrates, 13.2% proteins and 60.0% fat). High caloric diet (HCD) consisted of high-fat
diet pellets (HFD) along with a 30% sucrose solution (1.2 kcal/mL). Previously to each
study phase, animals underwent a one-week acclimation period receiving ND and pure
water, except for the SUC30-treated rats which remained on 30% sucrose solution during
theysecond acclimation period. All animals had access to food and fluid ad libitum during
the experimental period.

2.3. Sweeteners

Commercially available sweeteners were used; sucralose from Sweeny® plus (1.3%
sucralose; 98'7% glucose), aspartame from Selecto Brand® (4% aspartame, 96% glucose),
and stevia from Selecto Brand® (3% stevia, 97% glucose). Rebaudioside A (reb A) was
purchased from’Anhui Minmetals, Hefei, China (98% purity). Glucose from Roquette
corporation® (291% purity) and sucrose from Zulka® (>98% purity) were used. They
were dissolved in/pure water and presented to rats at room temperature.

2.4. Study Design
2.4.1. Phase L#Adtered Glycemia Induction

One hundrédsand twelve male Wistar rats were divided into two dietary groups: one
was given ND (n/=48) and’the other one was supplied with HCD (n = 64) for 8 weeks
(Figure 1). At the'end/of this pefiod (day 56), an oral starch tolerance test (OSTT) was
performed to all the animals to.estimate the glycemic response.

» P
/ Wistar Rats
\eMales, N = 112/

‘ Randomization ’

Acclimation period

——-> 6-8 weeks old

\ 4 A 4 r--- -0 0=

i HCD: !
ND HCD L5 High fat diet + 30% |

(n=48) (n=64) I sucrose solution
[ -

Randomization Randomization
Acclimation period Acclimation pefiod o

HFD: !

Day 56: Oral starch tolerance test

Sacrifice and Analysis

Figure 1. Schematic diagram of the experimental design.
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2.4.2. Phase 2: Determination of NNS Effects

On day 58, animals were randomly assigned to receive the different NNS treatments
(Figure 1). ND was subdivided into six groups (n = 8) to receive for 8 weeks: 4% glucose
(GLU), 4% sucrose (SUC), sucralose (5 mg/kg body weight (BW)/d) (SCL), aspartame
(50 mg/kg BW/d) (ASP), stevia (4 mg/kg BW/d) (STV), and reb A (4 mg/kg BW/d) (REB).
The HFD-fed rats were subdivided into eight groups; in addition of GLU, SUC, SCL, ASP,
STV and REB mentioned above for ND, two more groups were considered: 30% sucrose
(SUC30) and pure water (WAT) for 8 weeks. All the NNS treatments were administered in
drinking water.

The administered doses of commercial NNS were equivalent to the ADI [25]. The
¢oncentration was adjusted daily to provide the desired dose to each animal based on the
average of daily fluid consumption per day and BW using an Excel fact sheet. For the
majority of the experimental period, the required doses were reached, except for the first
twoe.weeks where a modest variation was observed (see Supplementary Material, Figure S1).
To controlthe high glucose content in the commercial sweeteners, a 4% glucose solution
(GLU)Was introduced as a primary control group. Glucose concentrations were adjusted
to 4% in all'the NNS groups (SCL, ASP, STV, REB). The quantity of pure glucose added
to each NNS solution was daily calculated using an Excel fact sheet according to the next
formula: Added.glucose in g = [(40 g of glucose) — (glucose contained in NNS expressed in
g)] / 1L of solution. This procedure allowed maintaining the same glucose concentration
per mL despite changes in daily NNS consumption. The SUC, SUC30 and WAT groups
served as secondary.comparators. All animals were assigned to the different treatments
by stratified randomization using a computer-based online random number generator
(www.randor.@rg, accessed’on 5 February 2021) according to the baseline body weights.

2.5. Measurementsof Food Cofisumption, Total Energy Intake and Body Weight

In both ND and HCD in thefitst phase or HFD-fed rats in the second phase, the control
of food intake and fluid cohsumptiennwas conducted daily by subtracting the remaining
amount from the suppliedsone. All the drinking solutions were prepared daily throughout
the study. Moreover, datafrom NNS#luid consumption were captured per day/cage and
adjusted to the desired dose (1 ADI)yDper day, using an Excel fact sheet. The rats were
weighed twice a week at the same time in the morning using an electronic precision balance
(Precision BJ 2200C). Weekly energy intakeswas calculated by the sum of consumed calories
from pellets and fluid per cage with four animals, adjusted by the total BW of the animals
and expressed as kcal/week /100 g BW per gfoupias previously has been reported [26,27].

2.6. Oral Starch Tolerance Test (OSTT)

Before and after NNS treatments, OSTTs were performed in all the animals to estimate
the glycemic response. After 12 h of fasting, rats received,a dose of 3 g/kg BW of Amioca®
(100% rapidly digestible starch; Ingredion, Mexico S.A. de C.V., Ags, Mexico) dissolved in
2 mL of water and administered by gavage. Blood samples#ere obtained via the tail vein
puncture, before (time 0) and 30, 60, 90 and 120 min after starch"administration for glucose
determination using a FreeStyle Optium Neo glucometer fromsAbbott Laboratories.

2.7. Biochemical Measurements

At the end of the 8-week treatment period, animals were fasted overnight and anes-
thetized with a low dose of sodium pentobarbital (35 mg/kg/BWyip~PiSA®). Blood
samples were collected via cardiac puncture through the chest wall. Serum’was separated
in duplicate and preserved at —70 °C for further analysis. The determinations of glucose,
triglycerides, cholesterol, and HDL- cholesterol were performed using the A25 Clinical
Chemistry Autoanalyzer System (BioSystems® Reagents & Instruments S.A, Antioquia,
Colombia). Plasma insulin levels were determined using a rat/mouse insulin ELISA kit
from Millipore (EZRMI-13K, St. Louis, MO, USA) according to the instructions of the manu-
facturer. Insulin resistance was estimated according to the Homeostasis Model Assessment
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(HOMA-IR) which was calculated by the product of the fasting concentrations of glucose
(mg/dL) and insulin (uU/mL) divided by 405 [28].

2.8. Statistical Analysis

The D’Agostino-Pearson normality test was performed to assess if the data exhibited
a Gaussian distribution. Data on body weight evolution, and total energy intake through
time during the first phase were analyzed by two-way repeated measures (RM) ANOVA
and Sidak’s multiple comparisons test.

Weekly measures of fluid intake, food consumption, energy intake and body weight
during the second phase (NNS treatments) were also analyzed by two-way RM ANOVA
or mixed-effects model and Dunnett post hoc test, considering treatment as the between-
group factor and time as the within-group factor. Data from total weight gain during NNS
treatment were compared using a one-factor ANOVA and Dunnett’s post hoc test. To
estimate differences between treatments from the final OSTT curve a one-way ANOVA
and'a/Dunnett’s post hoc test was performed using the incremental glycemia area under
curve (#AUC) values from glycemia changes from baseline (A glycemia). However, a
posteriory ANCOVA analysis was performed to investigate if the differences between
treatmentsfemained after controlling for the baseline glycemia iAUC values. Differences
were consideredistatistically significant at p < 0.05. Data were processed and analyzed
using GraphPadPrism Software version 7.0 (San Diego, CA, USA) or IBM SPSS Statistics
version 26.0 (Armonk, NY, USA).

3. Results
3.1. Phase 1: Alfered Glycemic.Response Induction

All the animals presented similar body weight at the beginning of the treatment.
The food intake was lowef in_the HCD group compared to the ND (50.77 £ 1.12 vs.
90.33 £ 1.55 g/kg BW/d, p <0.0001). Similarly, the fluid intake was lower in the HCD
group (98.95 &+ 4.10 vs; 206.1 £/ 42.mL /kg BW/d, p < 0.0001). Despite the lower consump-
tion, HCD exhibited a higher total energy intake compared to the ND (F = 7.902, p = 0.0102
for treatment; F = 1.168, p\= 0.3211 fortime X treatment interaction and F = 31.25, p < 0.0001
for time factor) (Figure 2A), yet the weekly body weight evolution in the HCD was lower
than the ND (F = 12.79, p = 0.0005 for tfeatment, F = 14.19, p < 0.0001 for time x treatment
interaction and F = 1154, p < 0.0001 for time)\(Figure 2B). At the end of week §, the final
body weight was lower in the HCD than im"the ND (339.4 + 6.806 g vs. 376.5 +5.712 g,
p < 0.001). The glycemic response was higher after.HCD than after ND (F = 17.76, p < 0.0001
for treatment factor; F = 4.862, p < 0.0001 for time X treatment interaction and F = 422.8,
p < 0.0001 for time factor) (Figure 2C).

A B

250+ 4001
Time: <0.0001 Time: <0.0001
Treatment: 0.0102 Treatment: 0.0005
2004 Time x treatment: 0.3211 350 Time » treatment: <0.0001
@
:‘9 E 3 *hK
Lo B
> o 1501 £ 3004
22 5
cx z
S 2 1904 2 2501
88 0
c}] 5
501 2001
0+ 150+
o 1 2 3 4 5 6 71 8 o 1 2 3 4 5 6 1 8
Time (weeks) Time (weeks)

Figure 2. Cont.



Foods 2021, 10, 958 60f15

Food intake

120+
110+
-
)
[=2]
5 100+
Ly
£
3790
2>
O]
804 _
Time: <0.0001
Treatment: <0.0001 —— ND
70- Time x treatment: 0.0008 —e— HCD
I 1 I ] 1
0 30 60 90 120

Time (min)

Figure 2. Total energy intake dynamics (A)and body weight evolution (B) over eight weeks on normal diet (ND) or
high-caloric diet (HCD), and glycemic profiles’(C)’during an oral starch tolerance test (OSTT) at the end of the interventions
(phase 1). Data are expressed as mean == SEM. NBD (n = 50) and HCD (n = 68), Two-way RM ANOVA followed by Sidak’s
post hoc test was used. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p.<.0.001, *** p < 0.0001.

3.2. Phase 2: Effects of NNS
3.2.1. Effects of NNS on Energy Intake and Body Weight

Data on energy‘intake from food analyzed by two-way RM ANOVA showed a signifi-
cant difference in the-interaction between time and treatments (p = 0.0316) and in the time
effect (p < 0.0001) but only a trefid in the treatment effect (p = 0.0602). These differences
could be attributed to the'lower food econsumption in the SUC group in comparison with
the other treatments (Figtire"3A). The SUC group exhibited a temporal increased fluid
consumption compared to the©ther groups, Analysis of data revealed significant treatment
effect (F =7.076, p = 0.0168), a Significantinteraction time x treatment (F = 3.760, p < 0.0001)
and time factor (F = 161.7, p < 0.0001) (Figure 3B). The effect of the treatments on the
total energy intake was similar among groups'(F = 1.430, p = 0.3348) and no significant
interaction between time and treatment was obServed (F = 1.410, p = 0.1268) (Figure 3C).
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Figure 3. Effects of NNS on food intake (A), fluid intake (B) and total energy intake (C) in the ND-treated group throughout
8 weeks of treatment (phase 2). Data are expressed as'mean + SEM. (1 = 6-8 animals per group). Two-way RM ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test was used. Different lowerease letters in each time point indicate significant differences
between the sucrose group (SUC) and other groups;i/a) GLU, glticose; (b) SCL, sucralose; (c) ASP, aspartame; (d) STV, stevia;
(e) REB, reb A (p < 0.05).

In the HFD-fed rats,mo, differences were observed between NNS and GLU (control),
moreover, in contrast with the NDsfesults, no reduction of the weekly food intake was
observed after SUC consumption. Data analysis showed no significant differences among
treatments (F = 0.3806, p = 0.8897) or\insthe interaction time X treatment (F = 0.6175,
p = 0.9665) (Figure 4A). Regarding fluid intake, data analysis showed differences between
treatments (F = 132.1, p < 0.0001, for treatment effect; F = 3.713, p < 0.0001 for the interaction
time x treatment). As expected, rats on SUC30,eonsumed higher calories from fluids than
any other treatment (p < 0.0001) and the fluid inthe WAT-treated group did not contribute
any calories. In addition, similar to outcomes from the'ND group, in the HFD, an increased
fluid consumption was observed in the SUC group{rom the week 1 until week 8 when
compared to the other groups (Figure 4B). On the other hand, the total weekly energy
intake profile was not different among treatments (Figure 4C) (F = 1.678, p = 0.2416 for
treatment; F = 0.5768, p = 0.9815 for the interaction time Xx_treatment).

In the ND-fed rats, there were no significant differences among groups in weekly body
weight evolution throughout the NNS treatments (F = 0.8079, ps= 0.1446 for treatment,
F =0.8117, p = 0.7863 for the interaction between time and treatment) (Figure 5A). None of the
data on total weight gain showed differences among groups (F = 0.5993;p = 0.7006) (Figure 5B).
Likewise, in HFD, treatments did not modify weight gain (F = 0.5302, p'= 0:8079 for treatment;
F =0.8666, p = 0.7409 for the interaction between time and treatment) (Figure 5C). Moreover,
no statistical significance was observed in the total weight gain among the groups on HFD
(F=1.235,p =0.3018).
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Figure 4. Effects of NNS on food intake (A), fluid intake (B), and total energy intakeC).in the HFD group throughout 8
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weeks of treatment (phase 2). Data are expressed as mean £ SEM. (n = 6-8 animals per'group). Two-way RM ANOVA

followed by Tukey’s post hoc test was used. Asterisks indicate significant differences in the 30% sucrose-treated group
(SUC30) vs. each other group at *** p < 0.0001. Different lowercase letters in each time point indicate significant differences

in the sucrose group (SUC) vs. each other group: (a) GLU, glucose; (b) SCL, sucralose; (c) ASP, aspartame; (d) STV, stevia; (e)
REB, reb A (p < 0.05). Fluid in the water-treated group (WAT) did not contribute calories.
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Figure 5. Effects of NNS on weekly body weight throughout 8 weeks of treatment and total weight gain in the ND group
(A,B) and in the HFD group (C,D) (phase 2). Data are expressed as mean 3= SEM. (1 = 6-8 animals per group). No significant
differences among groups were observed after ANOVA on body weight evélution or total weight gain in ND and HFD.
WAT, water; GLU, glucose; SUC, sucrose; SUC30, 30% sucrose; SCL, sucralose;” ASB, aspartame; STV, stevia; REB, reb A.

3.2.2. Effects of NNS on Glycemic Response

From the final OSTT data, the ND group showed, no effects of NNS on glycemic
profile, however, the SUC glycemia iAUC value was\lower in comparison with GLU
glycemia iAUC (p = 0.001) (Figure 6A,B) and this effect remained even after further testing
using the ANCOVA analysis (Figure 7A). In the HFD group, SUC, SUC30, SCL and STV
exhibited higher iAUC values respect to GLU (p < 0.05) (Figure 6C,D). However, when
ANCOVA analysis was performed using the final glycemia AUC.as the primary outcome,
and the baseline glycemia AUC as a covariate, the NNS effects werefemoved, even though,
SUC and SUC30 groups remained elevated compared to GLU (p £0.05) (Figure 7B). The
glycemic profiles before and after the interventions for each sweetener are provided in
Supplementary Material, Figures S2 and S3.
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Figure 6. Effects of NNS on glycemic response expressed.as.change ffomjbaseline (A glycemia) and incremental area under
curves (IAUC), during an oral starch tolerance test (OSTT) over 120°min, performed after 12 h of fasting at the end of

interventions in ND (A,B) and HFD-treated group (C,D). Data are expressed as mean & SEM. (n = 6-8 per group). One-way
ANOVA and Dunnett’s post hoc test showed a reduced glycemia iAUC in SUClrespect to GLU in the ND group (* p < 0.05)
and in HFD, an increased glycemia iAUC in SCL, STV, SUC and SUC30 compared to GLU (* p < 0.05). WAT, water; GLU,
glucose; SUC, sucrose; SUC30, 30% sucrose; SCL, sucralose; ASP, aspartame; STV, stevia; REB, reb A.
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Figure 7. Effects of NNS on glycemia iAUC after the interventions adjusted by the baseline glycemia iAUC values in ND
(A) and HFD-fed rats (B). Data are expressed as mean £ SEM. (n = 6-8 per group). No significant differences of NNS were
found in either group after ANCOVA analysis. In ND, SUC vs. GLU * p < 0.05. In HFD, SUC and SUC30 vs. GLU * p < 0.05.
WAT, water; GLU, glucose; SUC, sucrose; SUC30, 30% sucrose; SCL, sucralose; ASP, aspartame; STV, stevia; REB, reb A.
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3.2.3. Effects of NNS on Fasting Biochemical Parameters

In the ND-fed rats, no effects of SCL, STV or REB were observed on fasting glucose,
cholesterol, HDL-cholesterol, insulin or HOMA-IR, only ASP treatment induced an in-
creased total cholesterol level compared to GLU (p = 0.0010). Neither in the HFD-fed
rats, these effects were observed, however, a significant increase in glucose concentration
was observed after SUC30 treatment respect to GLU (p = 0.0264), and unexpectedly, the
WAT group also showed a significant increase in glucose concentrations compared to GLU
(p = 0.0283). The HOMA-IR was higher in the HFD group than DN, but not statistical
significance was reached (p = 0.14). Data are shown in Supplementary Material, Table S1.

4. Discussion

In the present study, we evaluated the chronic effects of moderate doses of sucralose,
aspartame, stevia or reb A on energy intake, body weight and postprandial glycemia
in ‘healthy and with altered glycemic response rats. Findings from the first phase in
HCDrt treated rats showed a higher weekly energy intake dynamic, especially in the last
4 weeks compared to the ND group. However, the body weight evolution was lower than
the ND grolip and was accompanied by an altered glycemic response after the 8-week
treatment period.

Our findings, agree with previous studies in which rats on HCD for a few weeks
developed glucose’intolerance independent of the obesity per se [29]. Some proposed
explanatory mechamnisms could be the modification in the early insulin response and the
high rate of fatty acid.oxidation. In fact, the hepatic insulin resistance can appear as early
as 1 week after sucrose feeding, while muscle insulin resistance develops until week 2 [30].
The weight loss/observeddfVHCD in respect to the ND group may be partially explained
by the lower food consumption (constituted by 13.2% protein) observed in this study.
This dietary deficiency can @ecrease muscle mass by increasing thermogenesis in adipose
tissue [31], and induce an increased insulin resistance which is known to reduce muscle
protein synthesis [32]./Ouz findingsagree with previous studies where no weight gain has
been observed after HED,[33,34].

In the second phase,NINS expestite showed no effects on energy intake from food,
fluid and total energy intake in both/ND. and HFD-treated rats when compared to the
control group (GLU), SUC, or WAT during the 8-week treatment period. However, the SUC
provoked a reduction in food consumptiefi that was accompanied by an increase in fluid
intake in the ND group. These animals compensated for decreases in calories from food
in such a way that the total energy intake evolution did not differ among groups. Similar
findings have been observed previously and cenfirm the hypothesis that animals adjust
for calories consumed on one occasion by reducing their caloric intake on subsequent
opportunities to eat [35,36]. In the same way HFD-treated rats showed a similar increase in
fluid intake dynamics after SUC and SUC30; howevér\in this case, no compensation for
food intake was observed. This finding could be a consequente of the profound metabolic
alterations induced by the unbalanced diet. Nevertheless; due to the high variability
observed in the SUC30 data, and similarly to the ND-fed rats, differences in the total energy
intake dynamics were not observed among groups.

In this study, no modifications were observed in body weight evolution or total weight
gain after NNS compared to the control group (GLU), in both ND,and HFD-fed rats.
These results are consistent with those of Bissonnette et al. [37], who reported no effects
of stevia and saccharin on weight gain after 6-week treatment period.when compared to
nonsweetened control. In contrast, Feijo et al. [38] reported that 0.4% aspartame or 0.3%
saccharin provided as drinking water to Wistar rats increased BW unrélated to caloric
intake when compared to 15% sucrose-fed rats. However, in the latter study, the high
NNS doses were provided to healthy animals with restricted physical activity, five days a
week for a longer period of 12 weeks. The administered dose was approximately 6.4 times
greater than the ADI for aspartame, considering the informed fluid consumption (20 mL of
yogurt/d) and the average BW (250 g) of the rats.
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In this study, the glycemic responses evaluation was performed through an OSTT ad-
ministering rapidly digestible starch instead of pure glucose, considering that this substance
is not usually consumed by humans, while starch is the most important macronutrient
found in everyday foods [24]. Moreover, rapidly digestible starch has been used by our
group in previous studies providing quick rises in postprandial glycemia and functioning
to analyze glycemic responses [24,39,40]. In this line, some studies have mentioned a lower
variability when using starch products instead of pure glucose [34]. When analyzing the
NNS effects based on the OSTT at the end of the study, no effects of NNS were observed
in the ND-fed rats, and only a reduced glycemia iAUC was appreciated after sucrose. In
contrast, in the HFD group, two NNS (SCL and STV) were shown to induce an increased
glycemic response. Additionally, SUC and SUC30, also provoked a higher postprandial
glycemia profile. These findings agree with other authors reporting an impaired glucose
telerance in rodents after NNS [14,26]. However, in these and other previous studies the
statistical analysis only included the glycemia temporal changes from the final OGTT
performedsat the end of the intervention period without considering a baseline tolerance
test data. Here, a baseline OSTT data (baseline glycemia iAUC) was included for adjusting
the dependent variable (final glycemia iAUC) through an ANCOVA analysis. After this,
no effects of NS were observed in healthy or with altered glucose tolerance rats. Nev-
ertheless, the differences between GLU and SUC in both groups remained. Our results
are consistent‘withsthose of Glendinning et al. [41] who reported no effects of sucralose,
saccharin or Ace K'on glucose tolerance in mice exposed to treatments for 4 weeks. These
authors designed a well-controlled study with various OGTTs performed throughout the
experimental period\and using an appropriate sample size, however, no other NNS types
as aspartame,or/stevia were-investigated, and only a standardized diet was administered.
In contrast Suez-etal. [14] informed that NNS exposure induced glucose intolerance in mice
fed regular chow et high-fat'diet, however the lack of baseline test could have influenced
the results.

The effect of NNS on fasting biochemical parameters was not consistent. ASP induced
an increased total cholesterol, but this was not observed in the animals fed an unbalanced
diet (HFD). In fact, no effects of other, NNS were observed on fasting glycemia, total
cholesterol, triglycerides, HDL:cholesterol, insulin or HOMA-IR.

In the present study, commercially available versions of sucralose, aspartame and
stevia were used since these are the most®€oemmon products consumed by the general
population and more likely to provide a miore accurate representation of the possible
physiological effects on humans. Moreover, theé administered doses were adjusted by daily
fluid consumption and BW to be equivalent toithe’ADI.

This study has several strengths. Both natural and artificial NNS effects were investi-
gated. Commercial forms of SCL, ASP and STV weretised in order to simulate popular
consumption. A rat model of diet-induced metaboli¢’dysregulation was used expecting
an exacerbation of the glucose intolerance status after*NNSconsumption. Realistic and
moderate NNS doses were provided. Glucose and sucrosestteated rats or water-fed rats
served as comparators. A suitable sample size was used. A baseline OSTT was included to
discard intra-subjects’ variability. However, some limitations ‘are/alse present. For instance,
not determining body fat composition or other biochemical parameters like leptin, GLP-1,
or PYY which could have provided explanations to the metabolic.changes related to the
appetite control.

5. Conclusions

In summary, we have shown that aspartame, sucralose, stevia, and reb/A administered
at doses equivalent to ADI for 8 weeks did not cause modifications in caloriciintake, weight
gain, glycemic response or fasting biochemical parameters in healthy and with altered
glycemic response rats. Moreover, the results did not differ between artificial and natural
NNS. These findings provide further evidence suggesting that at the recommended doses,
these substances do not alter feeding behavior, body weight or glycemic tolerance.
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Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/foods10050958/s1, Figure S1: Variation in the NNS consumption throughout the 8 weeks of
experimental period in ND (left) and HFD-fed rats (right) (phase 2), Figure S2: Glycemic profiles
before and after the interventions in ND-fed rats (A-F) (phase 2), Figure S3: Glycemic profiles before
and after the interventions in HFD-fed rats (A-H) (phase 2). Table S1: Effects of NNS on fasting
biochemical parameters.
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