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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la ingesta cronica de xilitol
(edulcorante artificial) y fruto del monje (edulcorante natural) sobre la morfologia y la
expresion de proteinas de union de la barrera intestinal (ocludina) de ratones C57BL/6.
Se utilizaron 20 ratones hembra y 20 ratones macho, los cuales se distribuyeron por sexo
en cuatro grupos (n=5): extracto del fruto del monje 3 % (MF), xilitol 2 %(X), jarabe de
maiz de alta fructosa 10 % (CP: control positivo) y agua (CN: control negativo) cada
edulcorante se diluyo en el agua de la bebida. Durante el periodo de consumo (3 meses)
se evalud la ingesta (bebida y alimento) y la ganancia de peso. Posteriormente, los
ratones fueron sacrificados para realizar un analisis histopatoldgico del intestino delgado
con H&E para determinar cambios en las morfologia con la técnica de
inmunohistoquimica para determinar la expresion de ocludina (EO). Los datos
experimentales se analizaron mediante un ANOVA de dos vias y un analisis post-hoc de
Tukey (p=0,05). Como resultados, el grupo MF obtuvo una ingesta mayor de bebida
(p=0.00) en comparaciéon con los controles CP (~ 7.85 mL/grupo/dia) y CN (~ 27.92
mL/grupo/dia) y el X (~ 19.88 mL/grupo/dia) esto se reflej6 en la ganancia de peso
(p=0.00) para los grupos (CP y MF) en comparacion con el X. El cual fue la mejor opcion
para el control del mecanismo de la saciedad. Por otro lado, MF, X y CP indujeron
cambios (p<0,05) en la morfologia intestinal y, en consecuencia, en el EO. Sin embargo,
el MF presento una mayor EO (p<0,05) en comparacion con CN a nivel de membrana.
Por lo tanto, para el control de peso el X es una opcién mas viable para su consumo, en
comparacion con el CP y MF debido a sus componentes. Sin embargo, entre ellos (CP y
MF) el segundo presenta menor riesgo de alteracion en la permeabilidad de la barrera

intestinal.

Palabras clave: Edulcorantes, Mecanismo de Saciedad, Histopatologia, Permeabilidad

intestinal.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of chronic intake of xylitol (artificial
sweetener) and monk fruit (natural sweetener) on the morphology and expression of
intestinal barrier binding proteins (occludin) of C57BL/6 mice. Twenty female and 20 male
mice were used, which were distributed by sex into four groups (n=5): 3 % monk fruit
extract (MF), 2 % xylitol (X), 10 % high fructose corn syrup (CP: positive control) and
water (CN: negative control). Each sweetener was diluted in the drinking water. During
the consumption period (3 months), intake (drink and food) and weight gain were
evaluated. Subsequently, the mice were sacrificed to perform a histopathological analysis
of the small intestine with H&E to determine changes in morphology with the
immunohistochemistry technique to determine the expression of occludin (EO). The
experimental data were analyzed by a two-way ANOVA and a Tukey post-hoc analysis
(p = 0.05). As a result, the MF group obtained a higher drink intake (p = 0.00) compared
to the CP (~ 7.85 mL/group/day) and CN (~ 27.92 mL/group/day) and X (~ 19.88
mL/group/day) controls. This was reflected in the weight gain (p = 0.00) for the groups
(CP and MF) compared to X. Which was the best option for the control of the satiety
mechanism. On the other hand, MF, X and CP induced changes (p < 0.05) in the intestinal
morphology and, consequently, in the EO. However, the MF presented a higher EO (p <
0.05) compared to CN at the membrane level. Therefore, for weight control, X is a more
viable option for consumption, compared to CP and MF due to its components. However,
between them (CP and MF), the second presents a lower risk of alteration in the

permeability of the intestinal barrier.

Keywords: Sweeteners, Satiety mechanism, Histopathology, Intestinal permeability.
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1. INTRODUCCION

La ingesta de jarabe de maiz alto en fructosa (JMAF) ha aumentado notablemente en las
ultimas décadas, esto es preocupante debido a que su consumo esta asociado con la
prevalencia de enfermedades cronico-degenerativas vy alteraciones a nivel
gastrointestinal. Por lo cual, se ha optado por alternativas como los sustitutos de
sacarosa, conocidos como edulcorantes, debido a su bajo aporte caldrico (Bueno-
Hernandez et al., 2019; Jung et al., 2022).

Los edulcorantes son sustancias naturales o artificiales considerados seguros
siempre y cuando no rebasen su ingesta diaria admisible (IDA) o no se haya reportado
algun caso asociado a efectos secundarios posteriores a su ingesta (Laviada-Molina et
al., 2017; Ruiz-Ojeda et al., 2019). Por lo que, en este estudio después de analizar la
amplia variedad de edulcorantes se ha optado por utilizar aquellos que son novedosos y
se requiere de mas informacion para contribuir a su estado del arte tales como el xilitol

(edulcorante artificial) y el extracto del fruto del monje (edulcorante natural).

El presente estudio permitié investigar los mecanismos de saciedad del xilitol y
extracto del fruto del monje, comparandolos con el jarabe de maiz alto en fructosa,
considerando las variables ganancia de peso e ingesta de alimento y bebida. Ademas,
se analizé el impacto de su consumo en la morfologia intestinal para conocer el estado

de la barrer intestinal.

Debido a que la barrera intestinal es un componente crucial para nuestra salud,
porque permite el equilibrio inmunolégico de nuestro organismo y se correlaciona con
cambios fisioldgicos a nivel del eje intestino-cerebro-higado (Chelakkot et al., 2018). El
objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de la ingesta crénica de xilitol
(edulcorante artificial) y fruto del monje (edulcorante natural) sobre la morfologia
intestinal y la expresion de proteinas de union de la barrera intestinal de ratones C57BL/6.



2. MARCO TEORICO

2.1. Panorama de la ingesta de jarabe de maiz alto en fructosa y edulcorantes en
México

En México de acuerdo con el informe del 2023 de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2022 (ENSANUT), se reportd que las nifias presentan mayor prevalencia de
sobrepeso que los nifos (21.9 % vs 20.1 %) pero en la categoria de obesidad, los nifios
tienen mayor riesgo que las nifas (25.5% vs 12.3 %). Esto es un indicador alarmante,
debido a que los porcentajes de diagndéstico de sobrepeso y obesidad en los diferentes
grupos de edad siguen aumentando (ENSANUT, 2022). Aunado a ello, los indices de
ingesta habitual de alimentos ultraprocesados predominan en la dieta en los diferentes
grupos, lo cual, es un indicador de riesgo asociado a comorbilidades por la ingesta de

grasas saturadas y jarabe de maiz alto en fructosa (ENSANUT, continua 2023).

Esta problematica es un reflejo del panorama de los patrones de consumo habitual
que prevalece en nuestra poblacion mexicana, principalmente con la sacarosa y JMAF.
Aunado a ello, de acuerdo con el informe del 2024 de Mordor Intelligence se observé que
en el 2023 el continente americano fue el que obtuvo la mayor cuota de mercado con
respecto a la produccién y el uso del JMAF (Mordor Intelligence, 2024). Esto se debe
principalmente al incremento de la disponibilidad de alimentos ultra procesados y al bajo
costo de este sustituto de azucar en comparacion con otros productos similares (Bueno-
Hernandez et al., 2019).

2.2. Metabolismo del jarabe de maiz alto en fructosa y su impacto en la salud

Los estudios epidemiologicos y experimentales han indicado una asociacion entre la
ingesta excesiva de fructosa y el riesgo de desarrollar diferentes tipos de enfermedades:
metabdlicas, inflamatorias, neurodegenerativas y algunos tipos de cancer (Jung et al.,
2022; J.-M. Li et al., 2019).

Dentro de ese grupo de patologias nos enfocaremos en la enfermedad
inflamatoria por consumo excesivo de fructosa, debido a que es crucial en el desarrollo

de otras complicaciones. El proceso inflamatorio se desencadena en el epitelio del
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intestino delgado, donde es transportada por GLUTS y fosforilada por la cetohexoquinasa
para formar fructosa 1-fosfato, se acumula a altos niveles en la célula (Fig. 1). Si bien,
esta via esta implicada en la obesidad y la promocién de tumores, el mecanismo exacto

que impulsa estas patologias en el intestino sigue sin estar claro (Taylor et al., 2021).
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GLUT 5 »*
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Fructosa
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GA3P \&/) \ =
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Figura 1. Metabolismo de la fructosa. La fructosa es absorbida por GLUT5 o GLUTZ2 en
enterocitos o hepatocitos. Posteriormente, la fructosa es fosforilada por KHK-C/A en F1P. En el
higado, parte del citrato se convierte en acetil-CoA citosolico a través de la enzima ACLY. Creado
con BioRender.com.

Por otro lado, estudios recientes han identificado que fructosa dietética promueve
la supervivencia de las células intestinales y aumenta la longitud de las vellosidades en
multiples modelos murinos. Este incremento expande la superficie intestinal, la absorcién
de nutrientes y la adiposidad en ratones alimentados con una dieta alta en fructosa
(Taylor et al., 2021). En las células intestinales hipdxicas, la fructosa 1-fosfato inhibe la
isoforma M2 de la piruvato quinasa para promover la supervivencia celular. La

estimulacién de la piruvato quinasa previene la elongacion de las vellosidades y suprime

11



la absorcion de nutrientes y el crecimiento tumoral promovidos por el JMAF(Goncalves
et al., 2019; Jung et al., 2022).

Por lo tanto, la capacidad de la fructosa para promover la supervivencia celular a
través de un metabolito alostérico proporciona informacion adicional sobre la adiposidad
asociada a la dieta occidental y una explicacion convincente para el crecimiento tumoral
promovido por el JMAF (Goncalves et al., 2019; Taylor et al., 2021). Dado al aumento de
enfermedades inflamatorias en la poblacion, y considerando los otros efectos adversos
a la ingesta prolongada de JMAF, las personas han optado por la reduccion de su ingesta
optando por nuevas alternativas que contribuyan a una menor ingesta de calorias. Por lo
que, de acuerdo con las tendencias observadas en el mercado y las ultimas

recomendaciones, se ha implementado el xilitol y el extracto del fruto del monje.

2.3. Caracteristicas de los edulcorantes

Como se menciond anteriormente, en la actualidad se utilizan diferentes edulcorantes,
estos se definen como aditivos alimentarios o sustitutos de azucar que brindan un sabor
dulce (Ruiz-Ojeda et al., 2019). Dentro de esta gran gama de aditivos, existen los
edulcorantes intensivos, los cuales se dividen en edulcorantes naturales y artificiales.
Este tipo de edulcorantes son 30 veces mas dulces que la sacarosa debido a que
presentan una mayor afinidad con la union de receptores de dulzor T1IR2 y T1R3, esta
intensidad combinada con un metabolismo incompleto explica su menor aporte caldrico
(Turner et al., 2020).

Respecto a los edulcorantes artificiales, los cuales suelen ser sintetizados
quimicamente, destacan la sacarina, aspartame y sucralosa. Por otro lado, los
edulcorantes naturales, son los derivados de plantas con un elevado poder edulcorante
en comparacion con la sacarosa, en este grupo estan los glucésidos de esteviol, la
taumatina y el extracto del fruto del monje (Luo Han Guo) (Lizuka, 2022). En la Cuadro

1 se detallan de manera general algunas de las caracteristicas de estos edulcorantes.
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Cuadro 1. Generalidades de los edulcorantes intensivos

Poder
Nombre del Tipo de Componente IDA edulcorante
edulcorante  edulcorante quimico (mg/kg/dia) relacionado

con sacarosa

Extracto de fruta de

Fruto del Natural . . Sin IDA 250-400x
: Siraitia grosvenorii
monje
Glucoésidos de
Glucoésidos Natural esteviol de Stevia 4 200 - 300x
de esteviol rebaudiana
Extracto de fruto de
) Natural Thaumatococcus Sin IDA 2,000 - 3,000x
Taumatina o
daniellii
i Acido aspartico y
. Acrtificial . 1 2000x
Alitame alanina
" Acido aspartico y
Acrtificial . } 40 200x
Aspartame fenilalanina
Artificial | cido 7 30-50
Ciclamato mcia ciclohexilsulfamico ~oUX
Neohesperidina
. I - No
Neohesperid Artificial modificada de 1000x
. s aprobada
ina DC citricos
Dipéptido de
Artificial fenilalanina y acido 2 7,000-13,000x
Neotamo .
aspartico
Aficial - \Tida © 5 300
Sacarina mcia sulfobenzoica X
Artificial Sucralosa 5 600x
Sucralosa
. Artificial D-Xilosa 5 60-80x
Xilitol

IDA: Ingesta Diaria Admisible. Fuente: Cuadro adaptado de (Laviada-Molina et al., 2017; Ruiz-
Ojeda et al., 2019; Stephens Camacho et al., 2018)

Es importante destacar que cada edulcorante posee caracteristicas
fisicoquimicas, IDA y un metabolismo especifico, por lo que es incorrecto asumir que las
propiedades de uno puedan extrapolarse a otro. Asociado a esto, los edulcorantes

intensivos son consumidos no solo por personas con diabetes, sino también por la
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poblacién en general, ya que se utilizan como ingredientes en muchos alimentos
reducidos en calorias (refrescos, productos lacteos, productos de confiteria, entre otros).
Ademas, se pueden utilizar como edulcorantes de mesa en casa, en cafeterias y en

restaurantes (Ruiz-Ojeda et al., 2019).

Algunos estudios han abordado los efectos biolégicos como intolerancia a la
glucosa y sindrome de intestino irritable, los cuales se pueden producir por un consumo
cronico de edulcorantes, entre ellos destacan la sucralosa, la sacarina, el aspartame y el

asesulfame K (Sylvetsky et al., 2020) como se puede observar en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Aplicaciones y caracteristicas metabdlicas de los edulcorantes intensivos

Nombre del

Metabolismo

edulcorante Estructura Composicion y Usos y aplicaciones
excrecion
o Es absorbido en el
K 5,6-dimetil-1, 2, 3- intestino delgado y Refrescos, jugos,

Acesulfame K

Advantame

Alitame

Aspartame

o -
el
|

CH,

oxatizaina-4 (3H) -ona-
2,2 dioxido.

Se obtiene  por
sintesis quimica a
partir de aspartamo e
isovainillina.

Dipéptido del acido
aspartico.

Dipéptido de éster
metilico de L-
fenilalanina y acido
L-aspartico.

15

excretado por via renal sin
ser
metabolizado.

Contiene fenilalanina,
que se metaboliza con
dificultad por personas
con fenilcetonuria.

Requiere de mas
estudios para abordar
el proceso metabdlico.

Metabolizado por el
intestino delgado.

energizantes, café, té,
dulces, postres y panes.

Lacteos, helados, frutas
y verduras en conserva,
cereales, mermeladas,
chicles, panes, dulces,
productos de confiteria.

Frutas en conserva,
chicles, productos de
decoracién para
pasteles, néctares de
fruta y mayonesa.

Refrescos, jugos,
energizantes, café, tés
instantaneos, cereales
de caja, goma de
mascar, gelatinas,
pudines y productos
lacteos.



Ciclamato
0
WA
N/ \ Ma@
H
o ~,
I ;
Fruto del monje =LA p
c] wo | T e
g : [ 4 !
) Loy
Hr'-. - l %
Neohesperidina DC pos e
z 0.0 A
r'lZ,. b L
Neotamo
H3C
H,C CH,

Tienen tres
estructuras quimicas:
acido ciclamico,
ciclamato de sodio y
acido
ciclohexilsulfamato

Los glucésidos de

cucurbitaneo o}
mogroésido V son los
componentes

principales de la fruta
S. grosvenorii.

Procede de la piel de
los frutos inmaduros
de Citrus aurantium L

Estructura muy
similar al
aspartamo, seguro
para pacientes con
fenilcetonuria y
diabetes.
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Metabolizado por la
microbiota intestinal, se
absorben y se excretan
sin alterar.

Falta indagar sobre su
metabolismo completo.

Falta indagar mas sobre
sobre metabolismo.

50% no es absorbido y
se excreta por las heces,
mientras que la otra
mitad se excreta en la
orina como: neotamo
desesterificado.

Confiteria, refrescos,
néctares de fruta,
mermelada y sopas.

Postres, panes,
dulces, chocolates y
bebidas lacteas.

Postres, helados,
productos lacteos,
confiteria, refrescos y
jugos procesados.

Lacteos, helados,
chocolates,
mermeladas y
chicles.



Sacarina

Glucodsidos de esteviol

Sucralosa

Esteviol

M Na

OR,
Glucdsido

de esteviol

- o
O
Ho” Y ™o ;\0
OH cl

Esta conformado por
sal sodica del
1,1-diéxido 1,2-
benziso-tiazolin-3-
ona

Son moléculas
extraidas de las hojas
de Stevia rebaudiana
Bertoni

Derivado de la
sacarosa, compuesto
por un disacarido
triclorado con el
nombre quimico de
1,6-dicloro-1,6-
dideoxi-B-
Dfructofuranosil-4-
cloro-4 deoxi-a-
Dgalactopiranosida.
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Se absorbe por el
intestino y se excreta
por via renal.

Es metabolizado en el

higado formando
glucurdnico

de esteviol, el cual
finalmente es

excretado por la orina.

Se absorbe en el tubo
digestivo; el 85% se
excreta intacto por las
heces fecales y el
resto, por via renal.

Refrescos, jugos,
energizantes, café
y té instantaneos.

Bebidas, panes
postres, lacteos y
congelados.

Refrescos, jugos,
energizantes, cafeé,
teé, goma de
mascar, gelatinas
y postres lacteos.



Taumatina

Xilitol

HO

OH

CH

OH

La taumatina es una
mezcla de
compuestos
extraidos de la planta
Thaumatococcus
danielli Bennett
asociado con efectos
laxantes.

Poliol de cinco
carbonos, obtenido
por hidrogenacion de
D -xilosa.

Falta indagar sobre su
metabolismo

La parte no absorbible
en intestino delgado
llega integra a colon y
es fermentada
rapidamente por accién
de la microbiota
produciendo  AGCC,
CO2, CHay H2

Potenciador de
sabor en diversos
productos.

Frutas, verduras,
hongos, chicles,
helados,
chocolates,
mermeladas,
suplementos
deportivos, pastas
y enjuagues
bucales.

Fuente: Cuadro adaptado de (Laviada et al., 2017; Ruiz-Ojeda et al., 2019; Shivani et al., 2021; Stephens Camacho et al., 2018; Xiang
et al., 2021a; Younes, Aquilina, Engel, Fowler, Frutos Fernandez, Furst, Gurtler, Gundert-Remy, et al., 2019a)
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2.4Metabolismo de los edulcorantes
Dado que cada edulcorante posee cualidades fisicoquimicas particulares, destaca la
necesidad de evaluar su impacto en el mecanismo de la saciedad, ya que se ha
identificado que los edulcorantes también activan las sefales de los receptores del sabor
dulce y umami mediante una familia de tres receptores acoplados a proteinas G: (T1R1,
T1R2 y T1R3). Este complejo se expresa en la cavidad oral y en los tejidos extraorales,

como el intestino, el colon, el pancreas y el cerebro (Wdlnerhanssen et al., 2020).

Por otro lado, se ha identificado que los edulcorantes estan involucrados en la
modulacién del apetito, la homeostasis de la glucosa y la motilidad intestinal (Kim, 2023).
Otro de los hallazgos que se han reportado, es que la ingesta de edulcorantes puede
modular el tipo de microbiota presente (Turner et al., 2020). Sin embargo, estudiarlo
tiene un grado de complejidad por la exposicion microbiana y el porcentaje de
edulcorantes a lo largo del tracto intestinal, derivado del metabolismo de cada uno. (Di
Rienzi & Britton, 2020).

La presente investigacion buscé estudiar el impacto del xilitol y el extracto del fruto
del monje en el mecanismo de la saciedad y el metabolismo de cada edulcorante en
ratones C57BL/6.

241 Xilitol

El xilitol, es un poliol blanco o transparente, clasificado como un edulcorante
artificial que se disuelve facilmente en agua (Xiang et al.,, 2021). Es un
producto intermediario de metabolismo del carbono en mamiferos y un
metabolito normal en el cuerpo. Se encuentra presente de manera natural en
frutas y verduras, considerandose estas su principal materia prima para ser
producido a nivel en el area de alimentos (Han et al., 2024). En cuanto a su
ingesta, el xilitol brinda un aporte cal6rico de 2.4 calorias/g con un indice
glucémico de 13. Respecto a su IDA esta es de 5 mg/kg/dia y aunque gran
porcentaje es digerido por microorganismo en el colon, contribuyendo al
crecimiento de bacterias benéficas para el organismo (Xiang et al., 2021).
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Se ha identificado que si se rebasa la IDA suele presentarse una serie de
malestares gastrointestinales, tales como diarrea, flatulencias, distencion y
malestar abdominal (Ruiz-Ojeda et al., 2019). Cabe destacar que con una
ingesta moderada dentro de la IDA el xilitol funciona como una buena alternativa
para sustituir la sacarosa, debido a que brinda beneficios a la salud bucal, el

control del peso y la glucosa (Wodlnerhanssen et al., 2016, 2020).

2.4.2 Metabolismo del xilitol y su efecto en el mecanismo de la saciedad

El xilitol es absorbido por el intestino delgado y 50% es metabolizado por el
higado. El resto se metaboliza por las bacterias intestinales Anaerostipeshadrus
y Anaerostipescaccae para ser transformado en otros compuestos como ribosa y
acido succinico, los cuales pueden ser usado por las células (Xiang et al.,
2021a).Se ha reportado que el xilitol tiene un impacto de manera favorable en el
mecanismo de la saciedad, (Fig. 2) retardando el vaciamiento gastrico y
aumentando la secrecién de colecistoquininas (CCK) y GLP-1 (Bordier et al.,
2022). Ademas, la parte no absorbible en el intestino delgado llega intacta al colon
para ser fermentado por accion de la microbiota, produciendo acidos grasos de
cadena corta, CO2, CH4 y H2 (Bordier et al., 2021; Wdlnerhanssen et al., 2016,
2020).
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Figura 2. Mecanismo de saciedad del xilitol. Su consumo conduce a la estimulacion de la
liberacion de hormonas intestinales (CCK y GLP-1) y contribuye a generar un efecto
desacelerador sobre el vaciamiento gastrico. Creado con BioRender.com.

2.5 Extracto del fruto del monje

El extracto del fruto del monje es un edulcorante natural, utilizado en la industria
alimentaria y farmacéutica. Este edulcorante proviene del proceso de extraccion de la
fruta del monje (Ban et al., 2020), cientificamente llamada Siraitia grosvenorii y conocida
localmente como luo han guo o lo han kuo. Es reconocida por su dulzura natural y sus

beneficios para la salud (Chen et al., 2024).

El dulzor de este edulcorante se atribuye principalmente a un grupo de
compuestos naturales conocidos como mogrosidos, entre los cuales el mogrésido V es
el mas abundante (Chen et al., 2024). Estos mogrésidos pertenecen al grupo
triterpenoide de sustancias quimicas presentes en un 0.55 - 0.65 % en la fruta fresca y
alrededor de un 2.5 % en la fruta seca (Shivani et al., 2021; Younes et al., 2019).
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En los ultimos afos, la fruta del monje ha ganado atencion como edulcorante
natural y sustituto del azucar, debido al interés impulsado por el movimiento global hacia
preferencias dietéticas mas saludables y la necesidad urgente de opciones de
edulcorantes ambientalmente sostenibles (Chen et al., 2024). Actualmente, su consumo
es de mayor prevalencia en China y Europa, donde es utilizado para la elaboracion de

bebidas y productos de confiteria (Younes et al., 2019).

Dentro de las propiedades que le confieren al fruto del monje se destacan el
cuidado de la salud metabdlica, los controles de glucemia y ganancia de peso, asi como
la proteccion hepatica (Mahinder et al., 2022). Sin embargo, cabe destacar que, para
considerar tal efecto, es importante revisar el porcentaje de mogrésidos que se reportan,
ya sus concentraciones pueden variar segun el proceso de fabricacion sobre todo tras la
decoloracion y la purificacion. Debido a la falta de estudios que aborden su efecto
metabdlico y daino citotdéxico, aun no se cuenta con una IDA (Younes et al., 2019). Por lo
tanto, es esencial realizar mas investigaciones cientificas para desentranar los
mecanismos exactos y aplicar estos conocimientos para mejorar la salud y el bienestar

humanos de manera efectiva (Chen et al., 2024).

Dado que aun hace falta conocer las implicaciones de la ingesta crénica de
diferentes edulcorantes y su impacto a nivel del intestino; en este estudio se buscd
analizar las alteraciones entre la ingesta cronica de edulcorantes como el xilitol y el
extracto del fruto del monje sobre la morfologia intestinal, por lo cual, posteriormente

ahondaremos sobre la funcién de la barrera intestinal.

2.6 Funcion de la barrera intestinal

En el epitelio intestinal se lleva a cabo una de las funciones mas importantes, que es la
digestion de alimentos y absorcion de nutrientes. Aunado a ello, el epitelio brinda una
barrera bioquimica y fisica para la difusion de patégenos, toxinas y alérgenos desde el
lumen hasta los tejidos mucosos (Suzuki, 2020). Este sistema de barrera intestinal
depende de la interaccion de varios de sus componentes, tales como la capa de moco,

la inmunoglobulina A, los péptidos antibacterianos y las uniones estrechas intercelulares
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(TJ), como se observa en la (Fig. 3). Las TJ estan formadas por el ensamblaje de
multiples proteinas localizadas cerca de la porcion apical de la membrana lateral de las
células epiteliales. De manera que su estructura consiste en proteinas transmembrana,
como la claudina, la ocludina, la tricelulina, la molécula de adhesion de union A y

proteinas de placa intracelular (Suzuki, 2020).
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Figura 3. Estructura de la barrera intestinal. La superficie de la mucosa del tracto gastrointestinal
esta revestida de células epiteliales que establecen una barrera efectiva, mediante uniones
intercelulares, entre el medio interno y externo, impidiendo el paso de sustancias potencialmente
nocivas. A su vez, la pared gastrointestinal esta formada por cuatro capas de tejido especializado
(mucosa, submucosa, muscular y serosa o adventicia). Creado con BioRender.com.

Estas interacciones entre las regiones extracelulares de las proteinas
transmembrana de las células adyacentes regulan el paso paracelular de las moléculas,
lo cual mantiene un adecuado mecanismo de permeabilidad (Wang, et. al., 2019). De
manera que cuando se genera un deterioro en integridad de la barrera intestinal, se
desencadena una respuesta inflamatoria incontrolada y desregulada, activando las
funcién de las células inmunitarias que causan la inflamacién crénica de los tejidos
intestinales y que pueden llegar a los diferentes érganos a través de la circulacion y

desempenar un papel en la patogénesis de los trastornos no intestinales, como las
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enfermedades hepaticas alcohdlicas y no alcohdlicas, la diabetes, la obesidad y la

enfermedad renal crénica (Abdulgadir et al., 2023).

2.6.1 Permeabilidad intestinal asociada a la ingesta de edulcorantes
Respecto a la evidencia del impacto de la ingesta de JMAF vy la ingesta de edulcorantes
sobre la permeabilidad intestinal se identificd que, la ingesta de refrescos dietéticos con
sucralosa y asesulfame k altera las vias transcriptémicas inflamatorias (por ejemplo,
sefalizacion NF-KB) en el tejido adiposo subcutaneo. Sin embargo, no alteran

significativamente los biomarcadores circulantes (Sylvetsky et al., 2020).

Asimismo, algunos autores han reportado que el acesulfame k aumentd la
expresion de citocinas proinflamatorias, disminuyd la expresion de GLP-1R y GLP-2R, e
indujo lesiones del intestino delgado. Estas lesiones provocaron un aumento en la
permeabilidad intestinal y cambios microbianos aumentando la migracion de linfocitos a
los microvasos intestinales (Hanawa et al., 2021). Los hallazgos resaltan la necesidad
de examinar los efectos moleculares y metabdlicos de la exposicion a los diversos
edulcorantes mediante ensayos de control aleatorio durante un periodo mas largo ya que

aun falta mucho por ahondar sobre este tema.

De acuerdo con los hallazgos reportados por ( Li et al., 2019) identificaron que una
dieta occidental, en la que prevalece la ingesta de JMAF, se asocia con un dafo a nivel
de la barrera intestinal provocando una disbiosis y un proceso de neuroinflamacién del

hipotalamo en ratones C57BL/6N.

Esto a nivel estructural del tejido se caracterizé por un aumento significativo de los
niveles de interleucina-1 beta (IL 1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y ARNm de
IL-6, asi como cambios histolégicos caracterizados por adelgazamiento de la mucosa
intestinal, el epitelio y la muscularis mucosae; pérdida de criptas y glandulas, edema de
la lamina propia; e infiltracién discreta de células inflamatorias en ratones (Y. Li et al.,
2020).

2.7. Uso de modelos murinos para ensayos in vivo de edulcorantes
Aunque los edulcorantes se consideran seguros de acuerdo con la dosis, sus efectos

sobre el mecanismo de la saciedad, el control de peso y su efecto a nivel de la barrera
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intestinal son inconclusos debido a la falta de evidencia que lo convierte en un area de

oportunidad para seguir trabajando. El Cuadro 3 mostramos algunos de los estudios que

han identificado asociacion entre la ingesta de edulcorantes como el xilitol y el LHG en

la barrera intestinal.

Cuadro 3. Impacto de los edulcorantes en la barrera intestinal

Edulcorante Modelo Dosis Resultado Referencia
Reduce las lesiones
Ratas (125-25-5 mflgmatorlas de la rr?ucosg y
Wistar /kg*peso) por mejora la barrera intestinal Han et al.,
grap P mejorando las proteinas de 2024
macho sonda o .
oy union estrecha asociadas a la
nasogastrica .
permeabilidad.
Xilitol
. Aumenta los acidos grasos de
Ratones  Concentraciones . .
cadena corta, especialmente Xiang et al.,
macho de 2% (217 9/ el propionato en la luz 2021
C57BL6  kg/dia)o5% o ProP !
intestinal y el butirato en la
(5.42g/kg/
h mucosa.
dia)
Extracto del Ratones Mejoria en los niveles de Ban et al
fruto del con DM 5-10-30 mg/ml  AGCC y el estado de la ?
. . . L : 2020
monje tipo 2 microbiota intestinal.
Mogrosidos V' Ratonas (25-50-100 Disminuye los problemas de Tanetal,
C57BL/6 mg/kg) colitis ulcerosa. 2024
Fructosa ratones Una dieta alta en fructosa dana
C57BL/6N la barrera intestinal,
generando un proceso de Lietal.,
25 mg/mL disbiosis intestinal, el cual es 2019

un factor critico para la neuro
inflamacién del hipocampo.
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3. JUSTIFICACION

Los patrones de ingesta de sacarosa y jarabe de maiz alto en fructosa se encuentran
relacionados con enfermedades cronico-degenerativas; las cuales a su vez se han
relacionado con una respuesta inflamatoria desde un nivel leve a cronico en el intestino,
ocasionando un dafio en la barrera intestinal. Aunado a ello, la industria alimentaria oferta
una amplia gama de edulcorantes en el mercado, como posible alternativa segura para
el control de peso. Sin embargo, la mayoria de estos edulcorantes requieren de analisis
especificos que permitan elucidar sus mecanismos de accién en la saciedad y su proceso
metabdlico, con la finalidad de descartar o identificar posibles repercusiones hacia la

salud y asegurar su seguridad alimentaria en diferentes tiempos de consumo.

Para ello, se requiere que cada edulcorante se trabaje en diferentes dosis y
periodos ya que, cada uno presenta propiedades especificas que pueden impactar de
manera positiva o negativa en los diferentes estadios de desarrollo del modelo de estudio
con el que se trabaje. Por lo cual, abonar a esta area es de gran relevancia para la toma
de decisiones al momento de emplear cada edulcorante, ya que esto permite determinar
las formulaciones adecuadas para el disefio de productos especificos, asi como las

recomendaciones a sus consumidores.

Es por ello, que se requiere comprender estos mecanismos, debido a que el
intestino juega un al papel crucial en el metabolismo de edulcorantes y el desarrollo
fisiopatolégico de diferentes enfermedades por los cambios en la permeabilidad
intestinal. Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio
podremos coadyubar en la compresion de los mecanismos de saciedad, su impacto a
nivel morfolégico y la expresion de proteinas de unidén en la barrera intestinal, para
determinar si existen asociaciones relacionadas al consumo de edulcorantes como el
xilitol y extracto del fruto del monje, empleando técnicas de histopatologia e

inmunohistoquimica.
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4. HIPOTESIS
La ingesta cronica de xilitol (edulcorante artificial) modifican negativamente la morfologia
intestinal y la expresién de proteinas de union de la barrera intestinal de ratones C57BL/6

en comparacion con extracto del fruto del monje (edulcorante natural).

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la ingesta cronico e individual de xilitol y fruto del monje sobre la
morfologia intestinal y la expresion de proteinas de union de la barrera intestinal de
ratones C57BL/6.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En todos los ratones controles y con tratamiento de edulcorantes:

1. Identificar la concentraciéon de los edulcorantes empleados mediante la técnica de
HPLC.

2. Evaluar el impacto de la ingesta crénica de los edulcorantes sobre la ganancia de
peso.

3. Cuantificar las poblaciones leucocitarias en sangre periférica a través de
microscopia convencional.

4. ldentificar la morfologia intestinal mediante un estudio histopatoldgico.

5. Determinar la expresion de proteinas de unioén (ocludinas) de la barrera intestinal

mediante técnica de inmunohistoquimica.
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6. METODOLOGIA

7.1. Caracterizacion quimica de los edulcorantes
Para determinar la concentracion de los edulcorantes se utilizé el protocolo establecido
por Quifones (2024) implementando la técnica de HPLC Acquity Arc Waters, con una
columna de Phenomenex Ca*?, monosaccharides, en una fase movil de agua a 0.6
mL/min con una temperatura de la columna de 65°C y una temperatura en el detector
(IR) = 50°C. Las muestras fueron prefiltradas por 0.22 ym y procesadas con el Software

Empower 3 (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema de la determinacion de componentes de los edulcorantes mediante
espectrometria de masas. Creado con BioRender.com.

7.2. Diseino experimental
Se desarrollé un estudio experimental comparativo, el cual fue aprobado por el Comité
de Etica para la Investigacion de la Universidad de Guanajuato (CEPIUG) con el codigo
CEPIUG-P04-2023. Se utilizaron ratéon es de la cepa C57BL/6, con una edad de 6
semanas divididos en grupos y evaluados durante un periodo de 3 meses (consumo
cronico). La estimacién del tamano de muestra se hizo mediante un nivel de significancia
del 95 % y un margen de error del 5 %. Por lo cual, los grupos quedaron conformados
por 40 ratones (20 machos y 20 hembras) para evaluar si existen diferencias dadas por
el sexo. La distribucion se ajusté conforme al Cuadro 4, considerando el peso inicial de
los ratones y manteniendo las condiciones de luz temperatura controlada. El manejo y la

disposicion final se hizo de acuerdo con las especificaciones técnicas para la produccion,
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el cuidado y el uso de animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana, NOM 062-
Z00-1999 (SAGARPA, 2001) y la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (DOF, 2002). Los
ratones C57BL/6 fueron libres de patdgenos y alimentados a libre demanda con la dieta

en pellet PicoLab® Rodent Diet 20 y agua purificada estéril.

7.3. Grupo de estudio y administracion de edulcorantes
Como fase inicial en la semana de adaptacion de los grupos, se registro el peso de cada
uno de los ratones, se brind6 agua potable estéril y alimento de mantenimiento acorde a
lo recomendado por la NOM 062-Z00-1999 (SAGARPA, 2001). Posteriormente, se
administro a libre demanda la ingesta de la bebida, utilizando biberones para cada grupo
con una disolucién de 200 mL y una concentracién diferente para cada edulcorante: al
3 % para el extracto del fruto del monje (MF), 2 % para el xilitol (X) y 10 % para el jarabe
de maiz alto en fructosa (CP) como se muestra en el Cuadro 4. Tanto el X como el MF
se encontraron con un grado de pureza al 100 %, mientras que el JMAF cont6 con
99.5 %. Cabe mencionar que cada uno de los edulcorantes se manejé conforme a las

indicaciones de almacenamiento del proveedor.

Cuadro 4. Distribucion de la ingesta de edulcorantes en modelos murinos

Muestra
Grupos Tratamiento
(16 semanas)
Machos= 5
Control negativo (CN) Agua purificada estéril
Hembras=5
N Machos= 5 Jarabe de maiz alto en
Control positivo (CP)
Hembras= 5 fructosa al 10 %
Machos= 5 Extracto del fruto del
Extracto del fruto del monje (MF) .
Hembras= 5 monje 3 %
- Machos= 5 .
Xilitol (X) Xilitol 2 %
Hembras= 5
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7.4. Determinacion de peso corporal e ingesta de alimento
Para conocer diferencias entre las variables (ganancia de peso e ingestas de bebida y
de alimento) se hizo un seguimiento de los posibles cambios mediante un registro de
cada tercer dia, para ver los cambios en cada grupo de tratamiento y determinar si
existian diferencias entre ellos dadas por el consumo de los diferentes edulcorantes (Fig.
5).

INGESTA DE BEBIDA

® 25
+ —_— RS ) —_— .‘ .
@_ | ", -
\— L Ingesta de bebida l“ I
INGESTA DE ALIMENTO

ah. oo || I

Diferencia de consumo

GANANCIA DE PESO

—_ [\ —> 5 4

'{‘; ~ ﬁ

Figura 5. Esquema de evaluacién de las variables consumo de alimento y bebida, asi como de
la ganancia de peso, durante los 3 meses con los diferentes tratamientos en ratones C57BL/6
(macho y hembra). Creado con BioRender.com.

7.5. Necropsias
Una vez finalizadas las 15 semanas de tratamiento, los grupos fueron sacrificados en
condiciones de ayuno de 8 h empleando el procedimiento de dislocacion cervical con
previa anestesia con isoflurano. Todo el procedimiento y mantenimiento de la muestra
se baso en las recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana para uso y manejo de
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999).
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Una vez realizada la dislocacion cervical, se recolectd la muestra sanguinea en
tubos de 2 mL con previa adicién de heparina para prevenir la formacion de coagulos.
Cada muestra se refrigeré en un periodo no mayor de 24 h para dar continuidad a las

autopsias.

7.6. Diseccion y preparacion de tejido

Asociado a los cambios identificados en cada uno de los érganos se determin6 su peso
mediante el uso de una balanza electronica (VE-500, VELAB®, E.E.U.U.) registrando las
unidades en (g). Por otro lado, la longitud del tracto gastrointestinal se midié con un
vernier digital (HER-411, Truper®, CN), los resultados del peso se calcularon empleando
la siguiente ecuacion:

Coeficiente de érgano=A/B*100

Dénde:

peso del 6rgano (Q)

peso del raton (Chen et al., 2016).

Posteriormente, cada 6rgano se sometid a una fijacién salina mediante una
solucion de PBS 1X, inmediatamente después de la eutanasia (SAGARPA, 2001).
Para el caso del intestino, se hizo una fijacion con una solucioén bouin aplicando un lavado
a presion para desechar restos del quilo y heces. Finalmente, mediante un corte
longitudinal se hicieron fragmentos del intestino y se enrollaron para ser sumergidos en

formaldehido al 4%.

7.7. Histologia
El estudio histopatoldgico se llevod a cabo utilizando la técnica de tincion de hematoxilina
y eosina (H&E) (Y. Li et al., 2020) con ligeras modificaciones (Fig. 6). A su vez, se hizo
uso de la “Guia para la evaluacion histomorfologica de la inflamacién intestinal en

modelos de raton” desarrollada por ( Erben et al., 2014 ).
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Figura 6. Diagrama de la técnica de histopatologia en intestino delgado de ratones C57B/6.

Creado con BioRender.com.

e Deshidratacion

Posteriormente, para realizar una adecuada eliminacién de agua en los tejidos, estos

se sometieron al proceso de deshidratacion, comenzando con un previo lavado de 10

min en agua destilada para eliminar residuos del formaldehido al 4%. A continuacion,

se aplicé una secuencia de alcoholes, xilol y parafina en diferentes concentraciones

como se describe a detalle en el Cuadro 5 ( Erben et al., 2014 ).
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Cuadro 5. Proceso de deshidratacion y diafanizacién del tejido

Solucién Tiempo (min)
Etanol 50% 1
Etanol 70% 10
Etanol 80% 10
Etanol 95% 10
Etanol 100% 10
Etanol / Xileno 2:1 10-15
Etano Xileno 1:1 10-15
Xileno 100% 10-15
Xileno / Parafina 2:1 30
Xileno / Parafina 1:1 30
Xileno / Parafina 1:2 30
Parafina 100% Toda la noche

¢ Incrustaciéon
Transcurrido el tiempo de la deshidratacion los tejidos fueron incrustados de manera
vertical en parafina histoplast PE® con polimeros plasticos. Las muestras se dejaron
solidificar a temperatura ambiente y se realizaron cortes de 3 uym utilizando un microtomo
(MH310, MICROM®, D.E.) con un angulo de 10°. Posteriormente, los cortes se fijaron en
un portaobjetos con poli-L-lisina® al 0.01 % (Sigma-Aldrich) haciendo un triplicado de

cada muestra. (Erben et al., 2014).

e Tinciéon con hematoxilina y eosina
Para desparafinar los portaobjetos se introdujeron al horno a 55 — 60° durante 30
minutos, se enfriaron a temperatura ambiente y se procedié a realizar la técnica de

tincién de hematoxilina y eosina como se describe a continuacién en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Protocolo de tincion con Hematoxilina & Eosina

Reactivo Tiempo (min)
Xilol 2

Xilol (segundo frasco)

Alcohol absoluto
Alcohol 96%
Alcohol al 80%
Alcohol al 70%

Enjuague (agua destilada) 3

N NN N NN

Hematoxilina 1-3
Enjuague (agua del grifo) 2-3
Alcohol &cido (1.5ml en 200ml) 30”
Agua amoniacal 1:10 30”
Eosina

Alcohol al 96%
Alcohol al 100 %

Alcohol al 100% (segundo frasco)

N N N DN -~

Xilol (segundo frasco)

Montaje con resina sintética

Para finalizar con la técnica de H&E las muestras se dejaron secar a temperatura
ambiente y se almacenaron hasta su analisis. Para el analisis de imagen se utilizé el
objetivo 10x junto con el software (Axiocam 105, ZEN Core®, D.E.) y el microscopio de
fluorescencia (Axio Lab. A1, Zeiss®, D.E.) generando un banco de imagen para realizar
el analisis de bioimagen empleando el software de cddigo abierto (version 0.4.4,
QuPath™).
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7.8. Hematologia
Se determin6é una diferenciacion leucocitaria con frotis sanguineos, utilizando la
técnica empleada por Li.et al., (2020). Como primer paso se tomaron alicuotas de 5
ML de muestra, para ser tefiidos con la tincion de Lugol. Posteriormente, se realizé un
conteo diferencial con el uso del microscopio optico (VE-B4, Velab®, Mx.) al objetivo
40x. Asi como el uso de la aplicacion “cell counter’” para el conteo diferencial de
leucocitos; considerando neutréfilos (N), linfocitos (L), monocitos (M), eosindfilos (E) y
basofilos (B). Los cuales fueron reportados en porcentaje (%) y ser comparados con

valores de referencia como se detalla en la Fig. 7.
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Figura 7. Esquema de la técnica para realizar los frotis sanguineos y el conteo de
leucocitos utilizando la microscopia convencional y una aplicacion de conteo en las
muestras de sangre de ratones C57BL/6. Creado con BioRender.com.

7.9. Inmunohistoquimica
Para investigar el efecto del xilitol y extracto del fruto del monje sobre la expresion de
proteinas de union de la barrera intestinal se realizé la técnica de inmunohistoquimica
(Fig. 8) con un kit MACH 1Univ.HRP de 6 mL, siguiendo el protocolo establecido por

Juarez & Martinez (2023) del cual, de acuerdo con los resultados obtenidos se evaluara
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la expresion y la intensidad de la ocludina a nivel de la membrana y del citoplasma como

se describe a continuacion:

1 _ i
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endogenas
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anticuerpo === anticuerpo
primario secundario

Figura 8. Esquema de la determinacion de proteinas de union (ocludinas) mediante la
técnica de inmunohistoquimica. Creado con BioRender.com.

e Desparafinado
Se realizaron cortes de 4 micras en cada muestras utilizando como controles extras
secciones de intestino de pollo, perro y cerdo. Posteriormente cada muestra se adhirio a
una laminilla electrocargada Kling-On HIER Slides® para ser sometidas a un proceso de
desparafinado mediante un horno (FE291-A, FELISA®, Mx.) a 55 — 60°C por 30 min.
Para realizar la hidratacion del tejido se empled el siguiente tratamiento (Cuadro 7).

Cuadro 7. Proceso de desparafinado

Reactivo Tiempo (min)

Xilol

Alcohol absoluto
Alcohol 96%
Alcohol al 80%
Alcohol al 70%

Enjuague (agua destilada)

Gl = a2 a a
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e Bloqueo de peroxidasa endégena
Se realizd el bloqueo de peroxidasa enddgena, utilizando una solucion de perdxido
endogeno + metanol (3mL/97 mL) por 30 min. Para ello, las muestras se colocaron en
un vaso coplin con la soluciéon y posteriormente se ubicaron en una zona que no le
permitiera que la luz incida directamente, ya que el peroxido es una sustancia sensible a

las altas temperaturas y a la luz solar.

e Recuperacién antigénica
Para facilitar el acceso del anticuerpo primario las laminillas fueron incluidas en Diva
Decloaker® 20x (1:19 en agua destilada) en una olla de presion con 500 mL de agua
destilada durante 10 min. Al finalizar ese lapso, se liberd la presion, se abri6 y se dejaron
atemperar las laminillas a 20 min, para finalizar este paso cada laminilla se lavé con PBS
+ TWEEN al 0.1 % durante 5 min.

e Bloqueo de proteinas endégenas
Para prevenir uniones no especificas de anticuerpos y evitar los falsos positivos o
problemas de ruido de fondo a las laminillas se les agrego 1 gotas de backgruod sniper®
y se dejaron incubar por 15 min en la camara humeda. Trascurrido el tiempo de

incubacion se realizé un lavado con una soluciéon de PBS + TWEEN 0.1 % durante 5 min.

¢ Incubacion con anticuerpo primario
Se decanté el PBS y a cada laminilla se le agrego 50 uL de anticuerpo policlonal de
ocludina (occludin polyclonal antibody, Lot. YE374853, REF.40-4700, invitrogen) a una
dilucion de 1:200 para luego ser incubadas en una camara humeda durante toda la noche

a 4°C finalizado ese paso se realizé un lavado con PBS+TWEEN 0.1 durante 5 min.

e Incubacion con polimero
Este paso es crucial para detectar la presencia de marcadores proteicos especificos, por
lo cual considerando que nuestro anticuerpo es policlonal, a cada laminilla se agregaron

50uL de MACH1 Universal HRP-polymer® y posteriormente se dejo incubar en camara
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humeda, durante 30 min. Después se realizé un lavado con PBS+TWEEN 0.1% durante

5 min.

e Revelado
Para la parte del revelado se preparé DAB (1mL de Betazoid DAB® sustrato buffer + 1
gota de betazoid DAB crhomogen®). A cada laminilla se le aplico 50 uL de DAB y su
reaccion fue observada en el microscopio estableciendo un tiempo de revelado de 3 min.
Para frenar la reaccion se aplicd agua destilada y se realiz6é un lavado con agua destilada

de 3 cambios de 5 min cada uno.

e Contratincién
Finalmente, para realizar el paso de la contratincion se aplicé un paso (1 min) en la
hematoxilina como contraste y se realizé un lavado con agua corriente para continuar

con el siguiente tren de soluciones como se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Contratincion

Reactivo Tiempo (min)

Agua amoniacal 30"
Enjuague con agua
Alcohol 70%
Alcohol al 80%
Alcohol al 96%
Alcohol absoluto
Xilol

Montaje con resina sintética

[ N (. (. U U

7.10 Analisis estadistico
Para el analisis de los datos se utiliz el programa estadistico Statgraphics (version 18,
Centurion®, E.E.U.U.). Los datos experimentales se presentaron como la media y la

desviacién estandar. La significancia estadistica se determiné mediante un ANOVA de
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dos vias, seguido de un analisis post-hoc de Tukey para determinar las diferencias

significativas (p<0.05) entre los grupos de tratamiento y el sexo.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis de edulcorantes

De acuerdo con los resultados obtenidos por el analisis de HPLC (Cuadro 9), podemos
observar la concentracion de los compuesto identificados en los edulcorantes utilizados

para el tratamiento de nuestros modelos murinos.

Cuadro 9. Identificacién de la concentracion de edulcorantes empleados en el

tratamiento.

[muestra en

Muestras solucion] Identificacion [comp/uefto]
Xilitol 1 Xilitol 10.40+0.03
Extracto del fruto del monje 3 Sacarosa 2.17+0.00
Glucosa 0.45+0.00
Jarabe de maiz alto en fructosa 1
Fructosa 10.39+0.11

El componente principal de dulzor del MF son los glucdsidos triterpénicos
individuales (mogrdsidos 1V, V, siamenoide | y 11-oxo-mogrésido V) (Pandey, 2020). Los
cuales, de acuerdo con lo reportado por Tan et al., (2024) y Xiangyang et al., (2006)
cuentan con propiedades antioxidantes, antihiperglucemiantes y antiinflamatorias. De
acuerdo con esta caracteristica el edulcorante suele ofertarse como una alternativa
segura para el consumidor. Sin embargo, en este estudio mediante la técnica de HPLC
se identificd la presencia de sacarosa (2.17 mg/mL) y glucosa (0.45 mg/mL). Sin
embargo, la determinacién de mogrosidos no fue viable, debido a que su estandar
analitico con pureza aprobada no se encuentra disponible en el mercado. Pero un estudio
reportado por (Pandey A. Chauhan O., 2020) nos indican que el principal componente

del MF es el mogrésido V, el cual dependiente de su proceso de extraccion puede
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contener diferentes porcentajes (25 %, 40 %, 45 %, 50 % y 55 %) y aunado a ello de

acuerdo con lo reportado por (Younes, et al., 2019).

Las concentraciones de los componentes de glucosa, fructosa y sacarosa se
veran modificados, incrementaran su concentracion si los porcentajes de mogrosidos son

bajos.

Por otro lado, en el caso del X |la determinacion de la muestra concuerda con lo
referido en otros estudios (Wolnerhanssen et al., 2020; Xiang et al., 2021) lo cual, a su
vez contribuye a brindar una seguridad en los posibles beneficios de su consumo,
destacando la proteccion ante lesiones inflamatorias de la mucosa intestinal inducidas
por la diabetes y los cambios en la permeabilidad intestinal (Han et al., 2024) asi como

otros beneficios hacia la salud del consumidor (Gasmi Benahmed et al., 2020).

8.2. Ingesta de bebida

De acuerdo con los resultados obtenidos por el ANOVA de dos vias (Cuadro 10), las dos
variables independientes estudiadas, tratamiento y sexo, resultaron ser significativas
(p=0.00). Ademas, la interaccién entre ambas también tuvo un efecto significativo

(p=0.00) sobre la ingesta de bebida.

Cuadro 10. Resultados del ANOVA de dos vias para las variables de respuesta ingesta

de bebida y alimento y peso.

Ingesta
Peso
Parametros Bebida Alimento
(g/grupo/dia) (g/grupo/dia) (g/grupo/dia)

Efecto principal F P F p F P
A: Tratamiento 170.6 0.00 6.6 0.00 3.39 0.01
B: Sexo 117.3 0.00 4.2 0.04 13.52 0.00
Interacciones

AXB 227.2 0.00 5.66 0.00 33.02 0.00

Los principales efectos significativos de las interacciones estan marcados en letras
negritas.
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De acuerdo con el tratamiento (tipo de edulcorante consumido) (Fig. 9), el grupo
administrado con X fue el que menor cantidad de bebida consumio (26.7 + 0.94
mL/grupo/dia) en comparacién al CN (18.03 £ 0.94 mL/grupo/dia). Por otro lado, el grupo
de MF mostré una mayor ingesta de bebida (45.95 £ 0.94 mL/grupo/dia) en comparacion
con X (26.7 £ 0.94 mL/grupo/dia) y JMAF (38.1 £ 0.94 mL/grupo/dia).
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Figura 9. Efecto de la ingesta de edulcorantes sobre la ingesta de la bebida (1.B.) en ratones
C57BL/6. (n = 5/ grupo); (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 mg/mL; MF/T1:
extracto del fruto del monje 3 mg/mL y X/T2: xilitol 2 mg/mL). Los datos se presentan como media
t DE. Letras minusculas: w, X, y, z indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Figura 10. Efecto del sexo sobre la ingesta de la bebida (I.B.) en ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo).
(CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 mg/mL; MF/T1: extracto del fruto del monje 3
mg/mL y X/T2: xilitol 2 mg/mL. Los datos se presentan como media + DE. Letras mintsculas: a
y b indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Respecto a la influencia del sexo de los ratones (Fig. 10), las hembras

consumieron un 37% mas de bebida con respecto a los machos.

8.3. Ingesta de alimento

Con base en los resultados obtenidos por el ANOVA de dos vias (Cuadro 10), las dos
variables independientes estudiadas, tratamiento y sexo, resultaron ser significativas
(p=0.00). Ademas, la interaccién entre ambas también tuvo un efecto significativo

(p=0.00) sobre la ingesta de bebida.

En el caso del efecto del tratamiento sobre la ingesta de alimento (Fig. 11), el grupo
administrado con X fue el que menos alimento consumié (35.85 + 2.58 g/grupo/dia) en
comparacioén al CN (46.07 + 2.58 g/grupo/dia). Por otro lado, el grupo de MF mostré una
mayor ingesta de alimento (50.10 + 2.58 g/grupo/dia) con respecto a X (35.85 + 2.58
g/grupo/dia) y JMAF (37.89 + 2.58 g/grupo/dia).

xy

a
o
1

WX

I. A. (g/grupol/dia)
N w '
o o o

-
o
1

A.CN A.CP A.MF X
TRATAMIENTO

Figura 11. Efecto de la ingesta de edulcorantes sobre el consumo de alimento (.A) en ratones
C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 mg/mL; MF/T1:
extracto del fruto del monje 3 mg/mL y X/T2: xilitol 2 mg/mL). Los datos se presentan como media
t DE. Letras minusculas: w, X, y indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

De acuerdo con el sexo de los ratones (Fig. 12), las hembras consumieron un 13%
mas de alimento con respecto a los machos.
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Figura 12. Efecto del sexo sobre la ingesta de alimento (1.A.) en ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo).
(H: hembra; M: macho). Los datos se presentan como media + DE. Letras minusculas a y b
indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

7.4Ganancia de peso

El tratamiento induce cambios (p<0.05) en la ganancia de peso, (Fig.13) esta
variable a su vez se asocia con la ingesta de bebida y alimento. Estos tres factores,
permiten elucidar mecanismo de la saciedad y determinar el comportamiento de cada
edulcorante (Bocarsly et al., 2010; J.-M. Li et al., 2019; Staltner et al., 2023;
Woalnerhanssen et al., 2020). Sin embargo, en este estudio unicamente se mostraron
diferencias (~1.21 g/grupo/semana) en la administracion de X con respecto al grupo del

CP.
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Figura 13. Efecto de la ingesta de edulcorantes sobre la ganancia de peso (G.P.) en ratones
C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 mg/mL; MF/T1:
extracto del fruto del monje 3 mg/mL y X/T2: xilitol 2 mg/mL. Los datos se presentan como media
+ DE. Letras minusculas: w, x, indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Respecto a la influencia del sexo de los ratones (Fig. 14), los machos (19.20 +
0.20 g/grupo/semana) obtuvieron una ganancia del 3 % con respecto a las hembras
(18.15 £ 0.20 g/grupo/semana)
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Figura 14. Efecto del sexo sobre la ganancia de peso (G.P.) en ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo).
(H: hembras; M: macho). Los datos se presentan como media + DE. Letras mintsculas
a y b indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Para poder explicar la asociacién entre la ingesta del edulcorante y su impacto en
las variables de ingesta de alimento y ganancia de peso, se debe retomar el mecanismo
de la saciedad; ya que este es pieza clave para comprender la relacion de estas tres

variables. En el caso del X se ha reportado que su ingesta favorece la libracién del

44



péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) y la colecistoquinina (CCK) en el intestino
(Wolnerhanssen et al., 2016). Esto brinda una respuesta a la ingesta de alimento, lo que,

a su vez, promueve la saciedad y por ende reduce el vaciamiento gastrico (GE).

Este mecanismo permite modular la homeostasis de la glucosa, aunque esta se
estimula por los receptores del sabor dulce en el intestino y conduce a la liberacion de
incretinas y hormonas gastrointestinales. El X conduce a un aumento de la CCK y el
GLP-1 (Wolnerhanssen et al., 2016), lo cual, disminuye la ingesta de la bebida
edulcorada y por ende la de alimento. Sin embargo, tanto para el MF y el JMAF el
mecanismo presenta un efecto contrario. Esto se debe a que el JMAF no proporciona el
mismo nivel de satisfaccidn y sensacién de saciedad que la ingesta de X, lo que conlleva
a comer en exceso y generar una alteracion en el mecanismo de la saciedad JMAF (Kim,
2023).

Ademas, en el caso del X esto se asocia a que presenta un menor aporte calérico,
que a su vez contribuye al metabolismo y el almacenamiento de los lipidos; causado una
miniaturizacién de los adipocitos lo que favorece la lipdlisis y la oxidacion de los acidos
grasos en el higado (Rahman & Islam, 2014). Gracias a esto, el X puede influir de manera

positiva en el control de sobrepeso y la obesidad (Bordier et al., 2021).

Relacionado a lo anterior podemos elucidar el mecanismo de accion del X en
nuestras variables de estudio, ya que nuestros resultados coinciden con los obtenidos
por Rahman & Islam (2014), los cuales usaron ratones Sprague - Dawley macho de 5
semanas de edad para ser alimentados con dosis de 2.5 %, 5 % y 10 % de X, durante 4
semanas encontrando una disminucion significativa del peso a una dosis 10%. En el caso
de (Kikuko et al., 2011) también usaron ratas Sprague - Dawley machos de 9 semanas
de edad alimentadas con dieta rica en grasa y una dosis de X de 1,0 y 2,0 g/100 kcal
durante 8 semanas y también observaron una disminucién de grasa visceral de un 15.5

y 17 % respectivamente.

En el caso de Sato et al. (2011), estos autores trabajaron con ratas Wistar macho
durante 40 dias y al finalizar su estudio informaron de una disminucién del peso al
consumir del 10 al 20 % de X en la dieta. Recientemente, un estudio reportado por Han

et al. (2024), donde estudiaron ratas Wistar macho de 7 semanas de edad con diabetes,
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también identificaron el mismo efecto de la reduccion de ingesta de alimento, lo cual
indica que tanto en periodos cortos como en periodos cronicos el efecto de la ingesta de

X impacta en la ingesta de alimento y por ende promueve el control de peso.

Por otro lado, tenemos el caso del MF, que es un edulcorante de origen natural y
se ha brindado como una buena alternativa para su ingesta, debido a su origen. Sin
embargo, no por ello, podemos aseverar lo mismo que el X, ya que con base a los
resultados obtenidos en esta investigacion el MF al 3 % con un grado de pureza al 100
% no es adecuado implementarlo para el control de peso ya que presento un patrén
similar al del JMAF.

El MF al ser un edulcorante nuevo falta mucho por trabajar, sin embargo, ya se
cuenta con informes donde observan cambios sobre la ganancia de peso, aunque el
enfoque va mas hacia la toxicidad. Marone et al. (2008) analizaron por 28 dias a ratas
Hsd:SD, las cuales consumieron MF con 39 % de mogroésidos V y una dosis de 0, 10 y
30 mg/kg de peso en machos y hembras, observando una oscilacion entre la reduccion

y el aumento de peso de manera significativa en ambos sexos.

Otro estudio de toxicidad realizado por Jin et al. (2023) en el cual trabajaron con
ratas Wistar Hannover (GALAS), de ambos sexos. Estas fueron alimentadas con MF al
0 %, 0.04 %, 0.2 %, 1 % y 5 % por 13 semanas, sin especificar el contenido de
mogroésidos. Los autores mostraron que no hubo diferencias significativas en el peso
corporal, la ingesta de alimento y la ingesta de bebida (excepto en las hembras,

posiblemente debido a derrames).

Sin embargo, para conocer el mecanismo del MF a largo plazo requiere de mas
analisis que nos permitan conocer su composicion y su impacto en la ganancia de peso

y su interaccion en los mecanismos de la saciedad.

7.5Cambios macroscopicos de los érganos
Para identificar alteraciones morfoldgicas asociadas con alguna patologia por la ingesta
cronico de MF y X se realizaron necropsias (Fig.15). Como se puede observar en la

imagenes, los principales cambios se notaron a nivel del tracto gastrointestinal de los
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ratones (macho y hembra) que consumieron JMAF (Fig. 15 B). También se not6 un facil
desprendimiento del tejido intestinal de los ratones (macho y hembra) que consumieron
MF (Fig. 15 C) y en el caso del X (Fig.15 D) y CN (Fig. 15 A) no se observo dafio aparente
en ambos sexos. Por otro lado, se notaron cambios en la coloraciéon del higado en

ratones (macho y hembra) que consumieron JMAF y MF.

Controles

Tratamientos

Figura 15. Identificacién de cambios fisicos en la apariencia de los 6rganos de los ratones
(macho y hembra) C57BL/6 al término del tratamiento. (A: Control negativo: agua; B) Control
positivo: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %; C: Tratamiento 1: extracto del fruto del monje 3
%, D: Tratamiento 2: xilitol 2 %).
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8.5.1. Peso de los érganos y longitud del intestino delgado
Para evaluar el coeficiente del peso de los 6rganos y la longitud del intestino delgado se
realizé6 un ANOVA de dos via (Cuadro 11). Para ello, se obtuvo un efecto del tratamiento
en el intestino delgado (p=0.00), intestino grueso (p=0.00) y rifiones (p=0.00). Ademas,
se presentd una interaccion entre ambas variables independientes con resultd

significativo en intestino delgado (p=0.00) e intestino grueso (p=0.00).

De acuerdo con el tratamiento y su impacto en los coeficientes de peso de los
organos podemos observar que el grupo del CP (JMAF) obtuvo el mayor coeficiente en
el intestino delgado (4.83 + 0.37 %) en comparacion al CN (2.34 + 0.37 %), MF (1.94 +
0.37 %) y X (2.07 £ 0.37 %) (Cuadro 12). Por otro lado, el grupo administrado con el
tratamiento del X obtuvo el mayor coeficiente en el intestino grueso (69.06 £ 5.40 %) en
comparacion con el CN (32.92 + 5.40 %), CP (30.44 £ 5.40 %) y MF (26.22 + 5.40 %).
Finalmente, se muestran diferencias en el coeficiente de peso de los rifiones en los
tratamientos MF (24.78 + 1.64 %) y X (25.09 £ 1.64 %) respecto al CN (18.43 + 1.64 %).
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Cuadro 11. Resultados del ANOVA de dos vias para los coeficientes de los 6rganos.

Peso de 6rganos

Parametros Cerebro Corazén Estémago Higado Intestino delgado Intestino grueso Bazo Pancreas Rifones

(9) (9) (¢)] 9 (9 (9) (9 (9) (9)

Efecto principal F p F p F P F P F P F p F p F p F p

A: Tratamiento 0.83 0.36 0.81 049 0.76 052 091 044 13.75 0.00 15.10 0.00 0.00 095 0.72 0.54 133 0.00

B: Sexo 1.91 0.14 0.00 0.97 0.94 0.33 6.14 0.01 1.23 0.27 8.78 0.00 0.69 0.56 9.76 0.00 3.76 0.01

Interacciones

AXB 1.64 0.19 0.06 0.97 0.89 0.45 0.65 0.59 4.86 0.00 7.05 0.00 096 0.42 1.07 0.37 1.55 0.21

Los principales efectos significativos de las interacciones estan marcados en letras negritas
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Cuadro 12. Coeficientes de los pesos de los érganos (%) y la longitud del intestino delgado (mm) asociada al tratamiento.

Coeficiente del 6rgano

TRATAMIENTO

CN CcP MF X
Cerebro 39.24 +3.00 47.39 £ 3.00 45.07 + 3.00 39.39 + 3.00
Corazén 0.82+0.11 0.77 £ 0.11 0.85+0.11 0.63 +0.11
Estomago 19.23 £ 2.70 19.67 + 2.70 23.53+2.70 23.50 +2.70
Bazo 4.96 + 3.80 11.44 + 3.80 5.97 + 3.80 10.10 + 3.80
Higado 101.69 + 7.80 116.55 + 7.80 115.34 + 7.80 117.14 £ 7.80
Intestino delgado 4.83 % 0.37 x 2.34%0.37 v 1.94£0.37 v 2.07 £ 0.37 v
Intestino grueso 32,92 5.40 30.44 £ 5.40 26.22+5.40 % 69.06 % 5.40 %
Pancreas 1.09+0.18 1.40+0.18 1.34+0.18 114 +0.18
Rifiones 18.43£1.64 v 21.66 % 1.64" 24.78 £ 1.64 X 25.09  1.64 X

Longitud del intestino

362.03 £ 14.60

371.60 = 14.60

412.13 £ 14.60

366.85 + 14.60

Los superindices de las filas de la misma columna indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos.

Donde: w, x, y, z estan dados en funcion del tipo de tratamiento (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %;
MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %,; X/ T2: xilitol 2 %.
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Respecto a la influencia del sexo, se muestra que existe un porcentaje mayor para

los 6rganos de los machos, principalmente dada en el higado (18 %), pancreas (37 %) y

rinones (58 %) con respecto a los érganos de las hembras (Cuadro 13).

Cuadro 13. Coeficientes de los pesos de los 6rganos (%) y la longitud del intestino

delgado (mm) asociada al sexo.

Organo
Macho Hembra

Cerebro 4143 +2.00 44 12 +2.00
c , 0.77 £ 0.07 0.77 +0.07

orazon
Estoémago 20.18 £ 1.90 22.81 £1.90
B 8.22+2.60 8.00 + 2.60

azo

i 12211 +5.33 " 103.26 £ 5422
Higado
Intestino delgado 255+0.25 3.00+0.25
Intestino grueso 47.46 + 3.60 31.85+3.75

i 1.52+0.12° 0.96*0.12°2
Pancreas

. 31.73£1.12°" 13.25+1.142
Rifones

Longitud del intestino delgado

376.00 £ 10.00

380.30 £ 10.00

Los superindices de las filas de la misma columna indican una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) entre los tratamientos segun la prueba post-hoc Tukey. Donde (a,
b) estan dados en funcion del tipo del sexo.
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8.6 Conteo de leucocitos

Se evalud la cantidad y diferencia de leucocitos presentes en los frotis sanguineos,
posteriormente se realizé un ANOVA de dos vias (Cuadro 14). En el caso de la variable
tratamiento, se obtuvo un efecto (p=0.01) en los neutrdéfilos, la cual coincidié con la
variable sexo, mostrando también un efecto significativo de (p=0.00) en los neutrofilos

segmentados, esta relacion de ambas variables la podemos identificar en la (Fig. 16).

Cuadro 14. Resultados del ANOVA de dos vias para los tipos de leucocitos y las

principales interacciones dadas por el sexo y la ingesta de edulcorantes.

Parametros Linfocitos Monocitos Eosinéfilos Neutréfilos  Neutréfilos Basofilos
en banda segmentados

Efecto principal F p F P F P F p F P F P

A: Tratamiento 1.43 0.25 2.59 0.07 1.18 0.33 3.94 0.01 4.41 0.01 2.67 0.06

B: Sexo 1.14 0.29 0.48 0.49 0.82 0.49 0.02 0.90 18.95 0.00 0.05 0.81

Interacciones

AXB 3.44 0.02 4.68 0.00 0.82 0.49 2.56 0.07 2.51 0.07 1.10 0.36

Los principales efectos significativos de las interacciones estan marcados en letras
negritas.

De acuerdo con el conteo realizado en los diferentes tratamientos, se mostré un
menor numero de neutrofilos en banda (Cuadro 15) de los grupos tratados con JMAF
(0.70 £ 1.10 células/100) respecto al CN (6.00 £ 1.10 células/100) y X (5.30 £ 1.10
células/100). A su vez, se mostré un menor numero de neutréfilos segmentados en los
grupos tratados con JMAF (0.00 £ 1.50 células/100) respecto al CN (5.90+ 1.50
células/100) y MF (7.40 £1.50 células/100).
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Figura 16. Micrografia de leucocitos presentes en los frotis sanguineos. de ratones C57BL/6 con
la tincién de Wright. Aumento 10x. (A: Control negativo: donde se identifica un linfocito. B: Control
positivo: jarabe de maiz alto en fructosa en el que se identifica varios basdfilos. C: extracto del
fruto del monje en el que se identifica un basdfilo. D: Xilitol en el que se identifica dos linfocitos.
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Cuadro 15. Diferencias en los tipos de leucocitos y la interaccién dada por el tratamiento

Tratamiento

Leucocitos
CN CP MF X
Linfocitos 46.10+460 47.60+4.60 57.50+460 4560+4.60
Monocitos 40.70 £4.00 37.40+4.00 29.10+4.00 44.40 +4.00

Neutrofilos en banda 6.00£1.10* 0.70+1.10"% 3.50%1.10"* 5.301.10"

Neutréfilos segmentados 5.90£1.50* 0.00x1.50"% 7.40+1.50* 3.80%1.50"*

Basdfilos 1.30+ 2.10 4.70+2.10 2.50+2.10 9.30+2.10

Los superindices de la columna indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos. Donde: w, x estan dados en funcion del tipo de tratamiento (CN: agua,; CP:
Jarabe de maiz alto en fructosa 10 %, MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol
2 %.

Respecto a la influencia del sexo en los tipos de leucocitos presentes en frotis
sanguineo podemos observar que existe mas del (87 %) de neutréfilos segmentados en

los machos con respecto a las hembras (Cuadro 16).

De acuerdo con los hallazgos obtenidos en nuestro estudio podemos inferir un
diagnostico de neutropenia en las hembras que consumieron de manera crénica JMAF.
Dada la falta relacién entre el impacto de la ingesta de JMAF y los cambios en los
porcentajes de neutrofilos, no podemos hacer una relacién directa. Sin embargo, se ha
identificado que los niveles bajos de neutréfilos pueden estar dados por un mecanismo
asociado a una muerte prematura de los neutrofilos a través de la apoptosis,
especialmente en el ambiente oxidativo por una susceptibilidad a la inflamacion intestinal
(Danne et al., 2023). La causa de este dafio podria estar relacionada por una alteracion

metabdlica que genera una disbiosis mediada por la dieta (Saez et al., 2023).
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Cuadro 16. Diferencias en los tipos de leucocitos dada por el sexo

Organo Sexo
Macho Hembra
Linfocitos 46.70 £ 3.30 51.70 £ 3.30
Monocitos 36.50 £ 2.80 39.30 £ 2.80
Eosindfilos 0.55+0.30 0.05+0.30
Neutréfilos en banda 3.95+0.84 3.80+0.84
Neutréfilos segmentados 7.601£1.08 a 0.95%1.08"
Basofilos 470 £1.50 4.20+1.50

Los superindices de la columna indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos. Donde: a, b estan dados en funcion del sexo.

Cabe destacar que los neutrdéfilos, junto con otras células como monocitos
macrofagos y células dendriticas conforman la inmunidad innata o primera linea de
defensa. Por lo cual, los neutrdéfilos, desempenan un papel importante en la inflamacién
intestinal, contribuyendo a la eliminacién de patégenos invasores y a la restitucion
epitelial, mientras que al mismo tiempo participan en la alteracion de la arquitectura de
las criptas y generan dafio tisular por parte de los espectadores, funciones que impiden

y promueven el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal (Saez et al., 2023).

Por otro lado, estudios previos han demostrado que las disfunciones de los
neutréfilos por una resolucién tardia estan asociadas con la inflamacion intestinal,
conduciendo a una activacion inflamatoria persistente y a una lesion de la mucosa, por
lo cual, una alteracion de las funciones de los neutréfilos juega un papel importante en la

patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal (G. Li et al., 2021).

8.7. Histologia del intestino
Para evaluar cambios en la morfologia de las vellosidades se hizo un ANOVA de dos
vias (Cuadro 17). La variable tratamiento tuvo un efecto sobre la longitud (p=0.00) y lo
ancho (p=0.00) de las vellosidades, asi como de la longitud de las criptas (p=0.00)
Ademas, la interaccion entre ambas variables independientes también resultd ser

significativa (p=0.00) en las longitud de las vellosidades y las criptas.
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Cuadro 17. Diferencias en las vellosidades y las criptas de la barrera intestinal dada por

la interaccion del tratamiento con los edulcorantes y el sexo de los ratones C57BL/6

Ancho de la Longitud de Longitud de la
. vellosidad vellosidad cripta
Parametros
(um/vellosidad/camp / . ,
o) (um/vellosidad/campo)  (um/cripta/campo)

Efecto
principal F P F p F p
A: Tratamiento 8.33 0.00 38.42 0.00 43.33 0.00
B: Sexo 1.63 0.20 57.50 0.00 1.15 0.28

Interacciones

AXB 3.00 0.05 28.96 0.00 8.78 0.00

Los principales efectos significativos de las interacciones estan marcados en letras
negritas.

En la Figura 17 podemos destacar que las hembras que consumieron el MF la
morfologia del intestino se caracterizé por una pérdida de criptas y aumento en su

longitud, asi como un edema en la lamina propia y adelgazamiento de la mucosa.

A su vez, en la Figura 18 se observa el mismo patrén de las hembras en los
machos, destacando que en el edulcorante del MF se presenta una marcada
acumulacion de gotas de lipidos, presente en la mucosa intestinal y una pérdida de
células caliciformes que muestran gotas de moco transparente, asi como una hiperplasia

con criptas alargadas asociadas al aumento de las células epiteliales.
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Figura 17. Micrografia de histologia intestinal con tincién de H&E en ratonas hembra C57BL/6.
Aumento10x. (A: Control negativo: agua; B: Control positivo: jarabe de maiz alto en fructosa 10
%, C: Extracto del fruto del monje 3 %, D: xilitol 2 %).
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Figura 18. Micrografia de histologia intestinal con tincion de H&E en ratones macho C57BL/6 al
10x (A: Control negativo: agua. B: Control positivo: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %, C:
Extracto del fruto del monje 3 %, D: xilitol 2 %.
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8.8. Longitud de las criptas
El consumo croénico del tratamiento induce cambios (p<0.05) en la morfologia intestinal
de la longitud de las criptas (Fig. 19). En el caso del MF, en comparacion con CP, la
longitud fue superior (p<0.05) (~8.18 um). Asi como, con el X (p<0.05), (~25.58 um) y el
CN (~25.64 pm) y entre los tratamientos (X y CP), el CP mostrd una longitud superior
(p<0.05) de (~17.4 pm).
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Figura 19. Efecto de la ingesta cronica de edulcorantes sobre la longitud de las criptas (L.C.) en
ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %. MF/T1:
extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos se presentan como media + DE. Las
letras indican diferencias significativas entre los grupos: w, x, y, (p<0.05).

Estos datos sugieren que la morfologia intestinal estaba evidentemente alterada
en ratones alimentados con JMAF y MF, por lo que la funcién intestinal también puede
verse alterada. Por lo tanto, las alteraciones en la homeostasis intestinal pueden
representar el primer punto de una cadena de eventos que dan lugar a enfermedades

gastrointestinales, debido a la disbiosis ocasionada.

Cabe destacar que para poder analizar los cambios morfoldgicos presentes en
nuestros modelos murinos se hizo uso de la “Guia para la evaluacion histomorfolégica
de la inflamacién intestinal en modelos de ratéon” (Erben et al., 2014). En dicha guia
mencionan que los cambios observados en las criptas son asociadas a un proceso de

hiperplasia, debido a las pérdidas de criptas en modelos murinos, lo cual desencadena
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un proceso de inflamacion intestinal. Este mismo efecto fue reportado por (Guo et al.,
2021), donde observaron que la fructosa en lechones disminuia la expresion de proteinas
de unidn estrecha y miosina quinasa de cadena ligera (MLCK) en el tejido ileal, que a su
vez repercutia en un proceso de inflamacion crénica y por ende en una disbiosis intestinal

que aumentaba el riesgo de una alteracion del eje intestino-cerebro.

8.9. Longitud y ancho de las vellosidades

Para evaluar modificaciones en la longitud y el ancho de las vellosidades se realizé un
ANOVA de dos vias (Cuadro 17). La variable tratamiento mostré un efecto (p=0.00) sobre
la variable longitud y a su vez sobre el ancho de las vellosidades (p=0.00). Ademas, la
interaccion entre ambas variables independientes resultd significativa (p=0.00) en la

longitud de las vellosidades.

De acuerdo con la Figura 20, el grupo administrado con X fue el que obtuvo una
menor longitud en lo ancho de las vellosidades (54.2 + 2.6 ym) en comparacion al CP
(63.17 £ 2.6 ym) y MF (68.5 + 2.6 um). Por otro lado, se identificd que, de acuerdo con el

tratamiento, se mostré un efecto en la longitud de las vellosidades (Fig. 21), el grupo

administrado con X fue el que obtuvo la mayor longitud de las vellosidades (350 + 6.6
pgm) en comparacion al CN (254.68 + 6.6 ym), CP (224.99 + 6.6 ym) y MF (300.74 + 6.6

pm).
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Figura 20. Efecto de la ingesta crénica de edulcorantes sobre lo ancho de las vellosidades (A.V.)
en ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %. MF/T1:
extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos se presentan como media + DE. Las
letras indican diferencias significativas entre los grupos: w, x, (p<0.0
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Figura 21. Efecto de la ingesta crénica de edulcorantes sobre la longitud de las vellosidades
(L.V.) en ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %.
MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %,; X/T2: xilitol 2 %). Los datos se presentan como media
DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: w, x, y (p<0.05).
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Respecto a la influencia del sexo de los ratones (Fig. 22), las hembras presentaron un

aumento del 45 % en la longitud de las vellosidades intestinales con respecto a los

machos.
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Figura 22. Efecto del sexo sobre la longitud de las vellosidades (L.V.) en ratones C57BL/6. (n =
5/ grupo). (H: hembra; M: macho). Los datos se presentan como media + DE. Las letras indican
diferencias significativas entre los grupos: (a, b) (p<0.05).

De acuerdo con la evidencia reciente se ha sugerido que el JMAF también es
metabolizado en el intestino delgado y conduce al deterioro de la barrera intestinal (Fig.
23). Este mecanismo es influenciado junto con sus metabolitos impactando no solo en
la barrera intestinal, sino también en la comunidad de la microbiota, lo que contribuye a
una mayor absorcion de nutrientes y al desbordamiento de los sustratos lipogénicos
hacia el higado (Fig. 23). La abundancia de JMAF y sus metabolitos desencadenan la
lipogénesis de novo en el higado y dan lugar a la acumulacién de lipidos y a la esteatosis
hepatica (Yu et al., 2021).
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Figura 23. Metabolismo y mecanismo de la saciedad de la fructosa y extracto del fruto del monje.
Creado con BioRender.com.

Aunado a ello, los hallazgos reportados por (Pan et al., 2018) sobre el eje intestino-
higado, contribuyen para elucidar el mecanismo y el impacto que puede generar la
ingesta de JMAF con la acumulacién de lipidos hepaticos. A su vez, nos permite
interpretar el posible efecto que se genera asociado a la ingesta del MF; debido a que
presentar un patrén similar sobre la morfologia intestinal. Estos hallazgos contribuyen
para comprender el impacto de la ingesta de estos edulcorantes en la microbiota
intestinal, dado que el intestino es el primer 6rgano que esta expuesto a los niveles de
JMAF y MF, no es de extrafar que la ingesta excesiva de estos esté relacionada con
enfermedades intestinales y efectos en la composicién de la microbiota intestinal (Jung
et al., 2022; Todoric et al., 2020).
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En el caso del JMAF puede explicarse que después de su ingestion es
metabolizado por el tracto gastrointestinal o en el higado, de tal manera que la fructosa
es absorbida en el polo apical del enterocito por el transportador de glucosa (GLUT) 5
(Febbraio & Karin, 2021). Sin embargo, este proceso puede alterarse al existir una
ingesta cronica y elevada de JMAF, presentando alteraciones en la integridad de la
barrera intestinal, lo que resulta en una endotoxemia sistémica y conduce a la activacion
de una cascada inflamatoria a través de la sefalizacion del receptor 4 tipo toll de
macrofagos (TLR4), y a su vez esto se asocia con una hepatoesteatosis inducida por el

factor de necrosis tumoral (TNF) (Todoric et al., 2020).

Ademas, se han demostrado que la fructosa puede provocar estrés en el reticulo
endoplasmatico de los enterocitos, dando lugar al deterioro de la barrera intestinal
(Todoric et al., 2020). Sin embargo, para el caso del MF, aun se requieren de mas
estudios que coadyuven en una comprension mas exhaustiva sobre este mecanismo,
como el que se describe anteriormente en el caso del JMAF, por lo cual aun no podemos

aseverar con precision en los hallazgos reportados en nuestro estudio.

Finalmente, para el caso del X, aunque aun hace falta conocer su mecanismo de
accion a detalle, algunos autores han demostrado que éste modula la composicion y la
actividad microbiana intestinal y por ende brinda beneficios gastrointestinales (Salli et al.,
2019). Este mecanismo puede deberse a que el X de la dieta es absorbido por el intestino
delgado y es metabolizado por la via metabdlica normal del higado, ademas, mas de la
mitad del X es digerido en el intestino por bacterias y éstas se encargan de producir
acidos grasos de cadena corta, que a su vez favorecen en la disminucion del proceso
inflamatorio. (Xiang et al., 2021). Sin embargo, aun hace falta estudios asociados a los
cambios de la barrera intestinal sobre los efectos a nivel morfolégico del intestino

delgado.

Considerando lo mencionado previamente, cabe destacar la importancia de
ahondar a detalle sobre la barrera intestinal y la modulacién de la microbiota intestinal,
debido a que en conjunto éstas se encargan de regular la permeabilidad intestinal,
mediante las uniones intercelulares (TJ) destacando entre ellas a nivel del citoplasma

(z6nula occludens) y a nivel de la membrana (ocludina y claudina). Por lo cual, un cambio
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en la expresion de estas proteinas podria alterar la fisiologia intestinal, aumentando la
predisposicion a ciertas patologias gastrointestinales (Untersmayr et al., 2022). De ahi la
importancia de evaluar los cambios de su expresion la cual ahondaremos

posteriormente.

8.10. Expresion de la ocludina en el intestino delgado

Se realizé la estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica, para conocer la
dilucién adecuada del anticuerpo y su expresion en intestinos delgados de diferentes
especies, con la finalidad de elegir el control adecuado (Fig. 24).

Controles positivos para estandarizacion de la prueba

Figura 24. Micrografia de intestino con la técnica de inmunohistoquimica al 4x, 10x, 40x
y 100x de diferentes especies de intestino (A: pollo, B: perro, C: cerdo) para evaluar
controles positivos, empleando una dilucion al 1:200 del anticuerpo de ocludina policlonal
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Posteriormente, se evalu6 efecto del consumo crénico de los edulcorantes sobre la
expresion y la intensidad de la ocludina en la membrana y en el citoplasma de los

enterocitos del intestino delgado de ratones macho (Fig. 25) y hembra (Fig. 26).

Controles

Tratamientos

Figura 25. Micrografia de inmunohistoquimica en el intestino delgado de ratones macho C57BL/6
al 100x para determinar cambios en la ocludina (A: Control negativo: agua. B: Control
positivo: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %, C: Extracto del fruto del monje 3 %, D:
xilitol 2 %).

Controles

Tratamientos

Figura 26. Micrografia de inmunohistoquimica en el intestino delgado de ratones hembra
C57BL/6 al 100x para determinar cambios en la ocludina (A: Control negativo: agua. B: Control
positivo: jarabe de maiz alto en fructosa 10 %, C: Extracto del fruto del monje 3 %, D: xilitol 2 %).
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Con base en los datos cuantitativos obtenidos de las micrografias, se realizé un
ANOVA de dos vias (Cuadro 18). Respecto al tratamiento, esta variable tuvo un efecto
(p=0.00) sobre la expresidon de la ocludina en la membrana y en el citoplasma (area
positiva e intensidad). En el caso del sexo, esta variable solo tuvo impacto (p=0.00) en
la intensidad de la expresion de la ocludina en el citoplasma. Asi como, la interaccion de
ambas variables independientes presento un efecto (p=0.00) sobre la expresiéon de la
ocludina en citoplasma (area positiva e intensidad). Las diferencias en el sexo pueden

estar dadas por la cantidad de ingesta del edulcorante.

Cuadro 18. Resultados del ANOVA de dos vias para la expresion de ocludina y las
principales interacciones dadas por el sexo y los tratamientos.

Expresién de ocludina en

Expresién de ocludina en

membrana citoplasma
Parametros . Intensidad A " Intensidad
Area positiva . ; Area positiva . )
. . (histological . ] (histological
(pixeles/ area) (pixeles/ area)
score) score)
Efecto F P F P F p F P
principal
A:. 136.65 0.00 216.35 0.00 4.19 0.00 147.2 0.00
Tratamiento
B: Sexo 3.21 0.07 3.47 0.06 2.65 0.1 76 0.00
Interaccione
S
AXB 5.66 0.00 17.7 0.00 2.1 0.1 25.8 0.00

Los principales efectos significativos de las interacciones estan marcados en letras
negritas.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la ocludina, es importante destacar
que es una proteina de membrana integral (~65 kDa) sujeta a alteraciones de tamano
(varianza de empalme y protedlisis) y a una amplia modificacion covalente por
(fosforilacidon 'y ubiquitinacion). Ademas, es relevante porque contribuye a la
estabilizaciéon de la TJ y a la funcion de barrera 6ptima (Chelakkot et al., 2018; Cummins,
2012). Sus cambios en la expresion se correlacionan con modificaciones en la
permeabilidad intestinal. Por ejemplo, niveles elevados de la ocludina se asocian con

fosforilacion en (Ser/Thr) que a su vez se han correlacionado con una mayor
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permeabilidad epitelial. En contraste su disminucion en la expresidén también se asocia

con un desequilibrio en el mantenimiento de la integridad de la barrera (Camilleri, 2021).

Aunque la capa epitelial es muy dinamica y tiene una tasa de recambio de cada dos dias,
su regulacion es estricta para evitar un desequilibrio en la homeostasis. Sin embargo,
como se observé en el Cuadro 19, el tratamiento en un periodo cronico puede impactar
de manera significativa en la modulacion de la expresion de la ocludina, dado que se ha
reportado que el tipo de dieta puede modular y generar cambios positivos 0 negativos
(Camilleri, 2021).

8.10.1. Expresion de ocludina en la membrana de los enterocitos
De acuerdo con el tratamiento, se mostré un efecto en la expresion de ocludina en la
membrana del intestino (Fig. 27). Asi, se identificd que, los grupos X'y CP fueron los que
obtuvieron una menor expresion de la ocludina (5.46 + 1.16 y 13.12 + 1.16 pixeles/area,
respectivamente) en comparacion con CN (24.70 + 1.16 pixeles/area) y MF (36.55 +1.16

pixeles/area).
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Figura 27. Efecto de la ingesta cronica de edulcorantes sobre la expresion de ocludina en la
membrana de los enterocitos de los ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de
maiz alto en fructosa 10 %. MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos
se presentan como media + DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: w,
X, Y, Z (p<0.05).
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8.10.2. Intensidad de la expresién de la ocludina en la membrana del intestino
delgado

El consumo croénico del tratamiento induce cambios (p<0.05) en la expresion de
ocludina (Fig.28). En el caso de MF, la intensidad de la expresién de la ocludina fue
superior (p<0.05) en comparacién con JMAF (~1.36 histological score), el X (~1.6
histological score) y el CN (~0.44 histological score). Para el caso del X, se mostraron
diferencias (p<0.05) con el CN (~1.15 histological score) presento una mayor intensidad.

En relacién con X'y JMAF se mostré una diferencia (p<0.05) de (~0.23 histological score).
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Figura 28. Efecto de la ingesta cronica de edulcorantes sobre la intensidad de la expresion de
ocludina en la membrana de los ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz
alto en fructosa 10 %. MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos se
presentan como media + DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: w, x,
Yy, Z (p<0.05).

8.10.3. Expresion de ocludina en el citoplasma de los enterocitos del intestino
delgado

De acuerdo con el tratamiento, se mostré un efecto en la expresion de ocludina
en citoplasma (Fig. 29). Respecto a los cuatro tratamientos, el grupo MF mostré una
mayor expresion de la ocludina (231.69 + 21.48 pixeles/area) en comparacion con CN
(136.89 + 23.80 pixeles/area), CP (135.32 + 21.48 pixeles/area) y X (155.08 + 21.48

pixeles/area).
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Figura 29. Efecto de la ingesta cronica de edulcorantes sobre la expresion de ocludina en
citoplasma de los enterocitos de ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de maiz
alto en fructosa 10 %. MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos se
presentan como media + DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: w, x
(p<0.05).

8.10.4. Intensidad de la expresién de ocludina en citoplasma

El consumo cronico del tratamiento induce cambios (p<0.05) en la morfologia
intestinal y, en consecuencia, en la expresion de la ocludina (Fig.30). En el caso de MF,
en comparacion con JMAF, la intensidad de la expresion de la ocludina fue superior
(p<0.05) (~0.83 histological score). Asi mismo, la expresion fue superior (p<0.05), en
comparacién con el X (~0.99 histological score). Pero, con respecto a MF, CN se
presenté una mayor (p<0.05) expresion de ocludina en el citoplasma (~0.32 histological
score) para el CN. En el caso del X, con el grupo CN, la intensidad fue mayor (p<0.05)

en el citoplasma (~0.32 histological score).
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Figura 30. Efecto de la ingesta cronica de edulcorantes sobre la intensidad de ocludina en
citoplasma de los enterocitos de los ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (CN: agua; CP: jarabe de
maiz alto en fructosa 10 %. MF/T1: extracto del fruto del monje 3 %; X/T2: xilitol 2 %). Los datos
se presentan como media * DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: w,
X, Y, (p<0.05).

Para la variable sexo, se demostr6 que la expresion de ocludina a nivel de
membrana fue mayor (p<0.05) en los ratones macho (~8.5 pixeles/area) en comparacion

con las hembras (Fig. 31).
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Figura 31. Efecto del sexo sobre la intensidad de ocludina en citoplasma de enterocitos de los
ratones C57BL/6. (n = 5/ grupo). (H: hembra; M: macho). Los datos se presentan como media
DE. Las letras indican diferencias significativas entre los grupos: (a, b) (p<0.05).

Derivado de los resultados obtenidos cabe destacar que estudios recientes

han demostrado que los habitos dietéticos pueden influir en la microbiota intestinal, lo
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que conduce a una modulacion en la permeabilidad (Cho et al., 2021). Por lo que, en el
caso de los edulcorantes, el patron es similar dado que, dependiendo de su metabolismo,
su dosis y el tiempo de consumo la estabilidad de la barrera y la modulacion de la
permeabilidad pueden verse comprometidas, aumentando el riesgo de ingreso de toxinas

y bacterias exdgenas que pueden ocasionar un proceso inflamatorio (Tan et al., 2024).

Aunque el mecanismo aun se desconoce, dado que aun son pocos los
edulcorantes que han sido evaluados a profundidad con este tipo de analisis, existen
reportes de edulcorantes como el JMAF, los cuales reportan que su ingesta provoca la
nitracion proteica de las proteinas TJ y AJ intestinales, lo que resulta en un aumento de
la permeabilidad intestinal y un aumento de la apoptosis de los enterocitos que contribuye
a elevar los niveles de lipoproteinas en sangre y aumento del riesgo de desarrollar
esteatohepatitis en ratas (Cho et al., 2021). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en nuestro estudio, dado que se observo una disminucion en la expresion de
ocludina, tanto a nivel de la membrana como del citoplasma, ocasionando un proceso de
inflamacion presente al momento de la obtencién de la muestra en comparacién con los

otros tratamientos.

Como es el caso del X que, de acuerdo con la evidencia reciente se ha reportado
una mejora en el dafio estructural de las vellosidades y las criptas en el yeyuno y el ileon
de ratas con diabetes, aumentando la expresion de ocludina del intestino delgado. Pero
cabe mencionar que, de acuerdo con el patron patolégico de la enfermedad, la integridad
de la barrera intestinal se ve comprometida la expresion de claudina y ocludina (Han et
al., 2024). Por lo cual, Han et al. (2024) consideran que el X podria contribuir en la
determinacién de la integridad del epitelio intestinal en modelos murinos con lesion de la

barrera de la mucosa intestinal inducida por la diabetes.

Sin embargo, en este estudio el X, aunque mostré resultados favorables en el
mecanismo de la saciedad y el control de peso, asi como en la estabilidad de la
morfologia intestinal durante un consumo crénico, la expresiéon de la ocludina no fue la
mejor, ya que consideramos que una de las determinantes que "pudieron alterar su
patrén de intensidad fue el proceso de fijacién al momento de la obtencion de la muestra.

Dado que es un proceso crucial que impacta en la intensidad con la que puede marcarse
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la ocludina. Aunque la estructura y su integridad de los intestinos de ratones con
consumo de X al momento de la recoleccion fue la mejor en comparacién con las otras
muestras, casi similar al CN la presencia de ocludina a nivel de la membrana y el

citoplasma mostré un cambio diferente al esperado.

Esto es importante, debido a que el estado de fosforilacién de la ocludina esta
estrechamente regulado por varias quinasas. Diversos investigadores han sugerido que
la fosforilacion de serina/treonina es la modificacién de la fosforilaciéon predominante de
la ocludina (Chelakkot et al., 2018). Asi, los avances recientes han enfatizado la
importancia de la fosforilacion de tirosina. Por lo tanto, las quinasas como PKC y ¢c-Srcy
las fosfatasas, incluidas PP2A, PP1 y PTP1B, que fosforilan y desfosforilan la ocludina,
tienen un papel crucial que desempefiar en la integridad de la barrera intestinal, lo cual
podria estar asociado a los resultados obtenidos en nuestro estudio, dado que en

proceso de fijacion en este tejido se aumento el tiempo de exposicion al fijador.

Por otro lado, se ha reportado que se necesitan dosis mayores de X (20 g/L) para
que se presente un efecto favorable en la integridad de la monocapa celular y la
permeabilidad paracelular, porque dosis menores a esta no mostraron ningun efecto
significativo (Bellanco et al., 2024). Por lo cual, se siguiere seguir indagando sobre este
proceso dado que el X es un edulcorante que presenta una baja digestibilidad y absorcion
intestinal, lo que implica que una alta proporcion del X consumido podria llegar a la
microbiota y contribuir a una mejor integridad de la barrera intestinal, siempre y cuando

se tomen en cuenta las dosis recomendadas y sus efectos secundarios.

Finalmente, los resultados obtenidos con el MF muestran una tendencia de mayor
intensidad en la expresion de ocludina en los enterocitos, en comparacion con los otros
tratamientos, esto puede deberse al porcentaje de mogrésidos dentro de la composicion
del edulcorante. Lo cual, coincide de acuerdo con los resultados obtenidos en otros
estudios, donde muestran que los mogrésidos presenten en el MF ejercen un efecto
protector contra la colitis ulcerosa en ratones, aumentando la longitud del colon y
reduciendo los niveles de citocinas proinflamatorias, asi como la disminucién de la
permeabilidad intestinal (Tan et al., 2024). Aunado a ello, otro estudio ha reportado que

la administracién oral de mogrésidos (5 mg/kg/dia) in vivo atenué significativamente el
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dafo coldnico patoldgico, inhibid la infiltracion inflamatoria y mejorando la expresion

anormal del inflamasoma NLRP3 en la mucosa colénica a través de las vias de
sefalizacion AMPK y NF-kB.(liang et al., 2021).

8. CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos en este estudio se informa que la ingesta oral
durante un periodo crénico del X al 2 % presenta efectos favorables para el control
de peso, asi como un potencial para mantener el equilibrio de la permeabilidad de la
barrera intestinal en modelos murinos, los cuales fueron identificados en la morfologia
de los intestinos de ambos sexos.
Respecto a los resultados obtenidos del MF al 3 % sugerimos que no es
recomendable ingerir este edulcorante en periodos largos y a esta dosis, debido a
que reporta alteraciones en la ganancia de peso, tanto en machos como en hembras
similares al del JMAF al 10 % y aunque presenta efectos favorables en la expresion
de ocludina, dadas por los mogrésidos, altera otros mecanismos como el de la
saciedad. Por lo cual, se recomienda seguir indagando para conocer como influye en
los mecanismos subyacentes de saciedad, permeabilidad y cambios en la microbiota
intestinal para descartar posibles danos a la salud.
El JMAF es el ingrediente principal de varios productos ultraprocesados y por ende la
poblacion termina consumiendo dosis mayores a las recomendadas, aunado a ello,
la evidencia cientifica reporta cada vez mas informacion asociada a la predisposicion
de enfermedades crénico-degenerativas y en este estudio no ha sido la excepcion,
dado que el dano es presentado a nivel del mecanismo de la saciedad y en la
permeabilidad intestinal.
Las TJ intercelulares son esenciales para el mantenimiento regulado de la funcién de
barrera en los sistemas fisiolédgicos y dado su interaccion con el medio su
predisposicion al daiho aumenta sin embargo son pieza clave para conocer los
mecanismos de patogenicidad y nuevas terapias para la enfermedad inflamatoria
intestinal, la obesidad y otras afecciones, asi como combinaciones de alimentos

funcionales que permitan contrarrestar el dano.
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