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RESUMEN

-Antecedentes: A causa del aumento de enfermedades cronicas atribuido al exceso
del consumo de azucar, como la obesidad, enfermedades cardiovasculares y
diabetes tipo I, ha surgido la necesidad de reducir la carga caldrica de los alimentos
procesados incluyendo otros en su lugar edulcorantes naturales o artificiales. No
obstante, se ha observado que algunos edulcorantes pueden estar asociados con la
disbiosis intestinal, lo cual se ha vinculado a enfermedades como enterocolitis
necrosante y enfermedad inflamatoria intestinal.

-Objetivo: Revisar las evidencias disponibles mas recientes sobre la posible
asociacion entre el consumo de edulcorantes y la alteracién de la microbiota
intestinal en humanos jévenes adultos.

-Metodologia: Se realizé una revision sistematica en las bases de datos Scopus,
Embase y Medline; utilizando los descriptores MeSH: "Sweetening Agents" y
"Gastrointestinal microbiome" ,"intestinal microbiota" o "microflora". Ademas se
emplearon los siguientes filtros para la busqueda: “ensayo clinico aleatorizado”,
‘humanos”, “adultos jovenes/19-24 anos” y “en los ultimos 10 afos”. Los criterios de
inclusion fueron: ensayos clinicos, en los ultimos 10 afios, en espafol o inglés, de
todo el mundo, en humanos adultos jovenes; se rechazaron aquellos estudios sobre
sujetos con enfermedades crénicas o complicaciones intestinales severas, sin
edulcorantes como intervencion o que no aportaran datos sobre los efectos en la
microbiota intestinal. La evaluacion de calidad de los estudios se realiz6 a través de
la escala JADAD.

-Resultados y discusion: Se localizaron 37 trabajos cientificos sobre microbiota y
edulcorantes, y se aceptaron 4 trabajos desarrollados sobre jévenes adultos. La
calidad metodoldgica alcanzé la maxima puntuacion en la escala JADAD. Los
estudios se realizaron con disefio de ensayo clinico aleatorizado; la diversidad
microbiana se analizé a través del gen 16S RNAr. Los resultados obtenidos no
difieren entre los estudios analizados; incremento de los filos principales
Bacteroides, Firmicutes y Actinobacteria y la reduccion del filo Proteobacteria sin
embargo, estos cambios no obtuvieron significacion estadistica.

-Conclusiéon: Son necesarios estudios con mayor homogeneidad en la diversidad
microbiana inicial de los grupos y valorar el impacto del tiempo de intervencién con
edulcorantes.

-Palabras Clave: microbiota intestinal, edulcorantes, disbiosis, adultos jovenes.



ABSTRACT

-Background: Due to the increase in chronic diseases attributed to excess sugar
consumption, such as obesity, cardiovascular diseases and type Il diabetes, the
need has arisen to reduce the caloric load of processed foods by including other
natural or artificial sweeteners instead. However, it has been observed that some
sweeteners may be associated with intestinal dysbiosis, which has been linked to
diseases such as necrotizing enterocolitis and inflammatory bowel disease.

-Aim: To review the most recent available evidence on the possible association
between the consumption of sweeteners and the alteration of the intestinal
microbiota in young adult humans.

-Methods: A systematic review was carried out in the databases Scopus, Embase
and Medline; using the MeSH descriptors: "Sweetening Agents" and

"Gastrointestinal microbiome", "intestinal microbiota" or "microflora". In addition, the
following filters were used for the search: “randomized clinical trial”, “human”, “young
adult/19-24 years” and “in the last 10 years”. Inclusion criteria were: clinical trials,
within the last 10 years, in Spanish or English, from around the world, in young adult
humans; Those studies on subjects with chronic diseases or severe intestinal
complications, without sweeteners as an intervention or that did not provide data on
the effects on the intestinal microbiota were rejected. The quality assessment of the
studies was carried out through the JADAD scale.

-Results and discussion: 37 scientific papers on microbiota and sweeteners were
located, and 4 papers developed on young adults were accepted. The
methodological quality reached the maximum score on the JADAD scale. The
studies were carried out with a randomized clinical trial design; Microbial diversity
was analyzed through the 16S rRNA gene. The results obtained do not differ
between the studies analyzed; an increase in the main phyla Bacteroides, Firmicutes
and Actinobacteria and a reduction in the phylum Proteobacteria, however, these
changes did not obtain statistical significance.

-Conclusions: Studies with greater homogeneity in the initial microbial diversity of
the groups are needed and to assess the impact of intervention time with
sweeteners.

-Key Words: intestinal microbiota, sweeteners, dysbiosis, young adults.



1. INTRODUCCION

El aumento de enfermedades crénicas (aumento de peso, obesidad, algunas
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo Il) relacionadas con el exceso de
consumo de azlcar declarado por la OMS en 2012', puso de manifiesto la
necesidad de reducir su consumo. La alternativa planteada es el consumo de otros
edulcorantes distintos al azucar, con la intencién de reducir asi la carga calérica del
producto final, el cual es un aspecto que influye mucho en la eleccion de los
alimentos procesados. Al asociarse a habitos mas saludables, existe una tendencia
creciente del consumo de distintos edulcorantes por parte principalmente de la
poblacion joven, junto con un aumento en la variedad de productos que contienen

estos edulcorantes como aditivos alimentarios.

Los edulcorantes se pueden clasificar en funcién de su valor nutritivo, poder
edulcorante y procedencia. La elecciéon de un edulcorante en casos en los que se
quiere controlar la ingesta caldrica se basa en la clasificacion por su valor nutritivo,
en la cual se pueden dividir los edulcorantes en nutritivos y no nutritivos. En el grupo
de los edulcorantes nutritivos encontramos los azucares simples como la sacarosa,
el jarabe de maiz alto en fructosa y los polioles como el eritritol, lactitol, xilitol, etc.
Estos ultimos son de origen artificial y de menor valor nutritivo dentro de la
clasificacion, siendo considerados edulcorantes bajos en calorias. Por otro lado, los
edulcorantes no nutritivos tienen un aporte calérico despreciable y una alta
capacidad edulcorante, utilizandose en cantidades bajas en los alimentos. Entre
ellos destacan los sintéticos como la sacarina, acesulfamo K y aspartamo, y también

otros naturales como la stevia?.

Tanto los polioles como los edulcorantes no nutritivos son considerados
aditivos alimentarios, por lo que estas sustancias estan sujetas a una evaluacion de
seguridad por distintos organismos encargados de la Seguridad Alimentaria, entre
los que se encuentra la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Esta
evaluacion previa es necesaria antes de la autorizacion de su comercializacién por
parte de la Comision Europea, el Parlamento Europeo y el Consejo Europeo,
ademas de ciertos controles periddicos a los que posteriormente seran sometidos
algunos edulcorantes. Un ejemplo de ello fue la primera evaluacién integral del

riesgo asociado al aspartamo en 2013 por parte de la EFSA, en la que se concluyé



que el aspartamo y sus productos de degradacion eran seguros para la poblacion
general (incluidos lactantes, nifios y mujeres embarazadas). Sin embargo, la
Comisién Europea pidioé a la EFSA que se llevara a cabo una reevaluacion completa

de la seguridad del aspartamo a partir de 2020°.

La reevaluacién de seguridad de algunos edulcorantes ya comercializados
esta motivada en que cada vez hay mas evidencia sobre la distorsion que producen
estos edulcorantes en los mecanismos de comunicacion cerebro-intestino,
afectando a la "recompensa alimentaria" y produciendo un aumento del apetito,
pudiendo verse traducido en una mayor ingesta calérica y un aumento de peso.
También se refuerza la necesidad de estas reevaluaciones con otros estudios en los
que se evidencia la asociacion entre el uso de edulcorantes no nutritivos y la
intolerancia a la glucosa, eventos cardiovasculares y sindrome metabdlico®. Asi
mismo, otro efecto de gran interés y sobre el que se centra esta revisién es el
desequilibrio que pueden generar algunos edulcorantes en la microbiota intestinal y
sus metabolitos en las diversas regiones del intestino. Al menos 1000 especies
diferentes de bacterias componen la microbiota intestinal humana, siendo alrededor
del 90% pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes (IMAGEN 1) y teniendo
una participacion crucial en los procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos del huésped
(promocién de la maduracion del epitelio intestinal, prevencién de la inflamacion,
proteccion contra patégenos, modulacion inmunoldgica, etc). Por ello, la alteraciéon
de la microbiota se ha vinculado a diferentes enfermedades como: alergias
alimentarias, enfermedad inflamatoria intestinal, enterocolitis necrosante, obesidad,

higado graso y cancer de colon®.

Teniendo en cuenta todas estas consecuencias que puede conllevar la
alteracion de la microbiota intestinal, junto con la gran expansion del consumo entre
los jovenes adultos de productos que contienen edulcorantes no nutritivos, en el
presente trabajo se plantea revisar la evidencia mas reciente sobre los efectos que
pueden causar distintos edulcorantes sobre el microbioma del intestino de humanos

jovenes adultos.



2. MATERIAL Y METODOS

El disefio del estudio es una revision sistematica de estudios clinicos sobre el
efecto de los edulcorantes en la microbiota de adultos jovenes. Los datos se
obtuvieron de la consulta directa a las siguientes bases de datos bibliograficas del
ambito de las ciencias de la salud: MEDLINE (via PubMed), Embase y Scopus. Para
la construccion de las busquedas en las bases de datos, se utilizaron los siguientes
descriptores MeSH: "Sweetening Agents" y "Gastrointestinal microbiome" ,"intestinal
microbiota" o "microflora"; junto con los conectores boleanos AND y OR. Los
criterios de inclusibn empleados en la seleccion de articulos fueron: ensayos
clinicos en humanos, publicados en los ultimos 10 afos, redactados en idioma
espanol o inglés, en el ambito geografico de todo el mundo, cuya poblacién de
estudio fuera preferiblemente adultos jévenes. En base a estos criterios de inclusion,
se aplicaron en las bases de datos todos los filtros correspondientes que fueron
posibles para acotar la busqueda: “randomized clinical trial”, “human”, “young
adult/19-24 years” y “in the last 10 years”. Se rechazaron todos aquellos estudios
que cumplian los siguientes criterios de exclusion: estudios realizados en
participantes con enfermedades cronicas o complicaciones intestinales severas,
estudios cuya intervencion no correspondia a ningun edulcorante o que no

aportaran datos sobre los efectos en la microbiota intestinal.

Las ecuaciones finales de busqueda en las bases de datos Medline via
Pubmed, Scopus y Embase fueron respectivamente: (("sweetening
agents"[Pharmacological Action] OR "sweetening agents"[MeSH Terms] OR
("sweetening"[All Fields] AND "agents"[All Fields]) OR "sweetening agents"[All
Fields]) AND ("gastrointestinal microbiome"[MeSH Terms] OR ("gastrointestinal"[All
Fields] AND "microbiome"[All Fields]) OR "gastrointestinal microbiome"[All Fields]
OR ("microbiota"[MeSH Terms] OR "microbiota"[All Fields] OR "microbiotas"[All
Fields] OR "microbiota s"[All Fields] OR "microbiotae"[All Fields]))) AND
((y_10[Filter]) AND (clinicaltrial[Filter]) AND (humans]Filter]) AND
(youngadult[Filter])). ( TITLE-ABS-KEY ( “"sweetening agents" ) AND
TITLE-ABS-KEY ( "intestinal microbiota" ) ) AND ( LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2022)
OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2021 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2020 ) OR
LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2019 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR, 2018 ) OR LIMIT-TO
( PUBYEAR , 2017 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2016 ) OR LIMIT-TO (



PUBYEAR , 2014 ) ) AND ( LIMIT-TO ( EXACTKEYWORD , "Human") ) .
'microflora'/exp AND 'sweetening agent'/exp AND ‘clinical trial/exp AND
[2013-2023]/py AND 'human'/de AND [young adult]/I.

Para evaluar la calidad metodolégica de los estudios, se ha empleado la
escala de Jadad. Este es un procedimiento muy empleado, basado en un sistema
de puntuacion que va de 0 a 5 puntos en el que cuanto mas alta es la puntuacion,
mayor es la calidad del ensayo. Un ensayo con puntuacién inferior a 3, se considera
de pobre calidad metodoldgica. Los puntos se obtienen al responder si 0 no a una
serie de cuestiones: si el ensayo es aleatorizado, si es a doble ciego, si se describen
las retiradas de sujetos del estudio, si son adecuados los métodos de aleatorizacion
y si son adecuados los métodos de doble ciego. Si se responde que si a las 3
primeras cuestiones, se suma 1 punto y si se responde que no se suman 0 puntos.
Si se responde que si a las 2 ultimas cuestiones, se suma un punto y si se responde

gue no, se resta 1 punto.

En esta revision sistematica, la obtencidon de menos de 3 puntos en la escala
de Jadad no sera un criterio de exclusion, si no que sencillamente se indicara que

dicho ensayo clinico posee una calidad metodolégica pobre.

La extraccion de datos se sintetizé en diferentes tablas, donde por una parte
se recogieron los datos que describen la poblacion del estudio (numero de
participantes, sexo, edad media, IMC, estado de salud, etc), y también los datos que
describen la intervencién que se realiza en el estudio (division en grupos control y
grupos de estudio, tipo y dosis de edulcorante que se les administra, duracion de la
intervencién, etc), los cuales podemos encontrar normalmente en el apartado
"Material y métodos" de cada articulo. Por otra parte, en una segunda tabla, se
resumen las evidencias de los efectos de los edulcorantes sobre la microbiota
intestinal a través de medidas de abundancia de los principales filos y géneros
microbianos, y a través de indices de diversidad alfa y beta (Bray Curtis,
Shannon...). Todos estos datos fueron extraidos de los apartados de "Resultados"

dentro de los articulos.



3. RESULTADOS

Tras la busqueda realizada en las diferentes bases de datos se obtuvo un
total de 37 articulos cientificos: Medline (n=19), Scopus (n=12) y Embase (n=6).
Tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion, fueron 4 los articulos aceptados
para la revision (FIGURA 1).

Caracteristicas de los estudios

Todos los documentos seleccionados corresponden a un diseio de ensayo
clinico controlado y aleatorizado (n=4), ademas se incluyen en el periodo de
publicacién que comprende los ultimos 5 anos (2019-2020) y su desarrollo tuvo
lugar en regiones de paises desarrollados como Chile’, Corea®, Canada®y Estados
Unidos™. En el 75% de los trabajos la edad poblacional oscildé entre los 23 y 24
anos’®°, mientras que el estudio restante incluyé también participantes entre 24 y 30
anos'™ (TABLA 1). Referente al reparto entre hombres y mujeres, pese a que la
poblacion principal de tres de los trabajos fueron las mujeres®®'°, hubo un estudio
que incluy6 solo a hombres con la voluntad de evitar las posibles influencias del
ciclo menstrual en los resultados de la intervencidon sobre la microbiota intestinal’.
Entre las variables clinicas estudiadas se consideré el peso a través del indice masa
corporal (IMC), siendo normal en todos los participantes excepto en el estudio que
incluyé exclusivamente a hombres’. Ademas en dos de los estudios se especifica
que el peso corporal no se vié afectado a través de ninguna intervencion”'® y se
valoré la homeostasis del perfil lipidico, observandose en uno de ellos unos niveles
de colesterol mayores en el grupo control”. En el 100% de los estudios en los que se
aportan datos sobre el metabolismo de glucosa no se observaron diferencias
significativas en los niveles de glucosa en sangre’®'°. Por otro lado, uno de los
trabajos consideré que para la inclusion de los participantes®, estos debian
presentar una de las siguientes formas de desequilibrio en la motilidad intestinal:
una frecuencia de deposiciones de menos de tres veces por semana, sensacion de
evacuacion incompleta mas del 25% del tiempo de evacuacion o esfuerzo al defecar

mas del 25% del tiempo.



Calidad metodoldgica de los estudios

La calidad metodoldgica de los cuatro ensayos correspondié a la maxima
calidad segun la escala Jadad, obteniendo una puntuacion final de 5 puntos al
considerar los siguientes aspectos en el disefio del estudio (TABLA 2); un punto por
la aleatorizaciéon, otro por el uso de doble ciego, se sumaron otros 2 puntos al
seguir métodos adecuados de aleatorizacion y para el doble ciego, y por ultimo se
obtuvo el quinto punto por describir correctamente las pérdidas y retiradas de
participantes”®®'0,  La aleatorizacion se llevd a cabo mediante lanzamiento de
moneda®, generacién de listas aleatorias por ordenador’® y los cddigos de
aleatorizacion se ocultaron en sobres cerrados opacos®®'°. La asignacion de las
intervenciones estuvo cegada tanto para investigadores como para participantes,
exceptuando a un farmacéutico en uno de los estudios encargado de preparar y

repartir las distintas intervenciones'®.
Técnica de analisis bioinformatica y estadistica

En los estudios incluidos en esta revision fueron descritas las técnicas de
secuenciacion para el analisis de las muestras, basadas en la extraccion y
amplificacion de la region V380 y |a region V478910 del gen 16S rRNA de las
bacterias. La extraccion de DNA se realizé utilizando el QiaAmp DNA stool kit de
QIAGEN?" el Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit de Zymo Research’ y el
DNA KF Kit de QIAGEN?®. La amplificacion del gen se realizé mediante PCR en tres
de los estudios’®° y con HiFi HotStart DNA Polymerase en el estudio restante’. En
3 de los estudios el equipo de secuenciacién utilizado fue el lllumina a través del
modelo MiSeq”®'® mientras que en el Ultimo estudio® se menciona la técnica
conocida como pirosecuenciacion aunque sin especificaciones sobre el equipo
utilizado. Del analisis de las secuencias que se realizd en el estudio de Pamela
Thomson et al.” tan solo se menciona que se realizo con el paquete “DADA2 v1.10”
y se asignd la taxonomia microbiana empleando la base de datos “SILVA version
132”. Del estudio de Chu JR et al.® el Unico dato que se aporta sobre el proceso de
secuenciacion es que fue realizado por ChunLab, Inc. (Seoul, South Korea). Ahmad
SY et al.® especificaron como las secuencias fueron procesadas y clasificadas
taxondmicamente usando como base de datos de referencia la version 13 8 de

Greengenes, y se asignaron en UTO (unidad taxondmica operativa) con “mothur
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software package (v.1.39.5)". La calidad de las secuencias sin procesar del estudio
de Joan Serrano et al.’ fueron controladas con FastQC v0.11.5. y se recortaron
con“cutadapt” v2.6, para posteriormente convertirlas en un formato de archivo Qiime
2 v2019.1. y crear las tablas de UTO.

La abundancia de las distintas comunidades microbianas se valoré a nivel de
filo”°, de género® y de especie®, cuyos datos fueron aportados en forma de

medias’®'° o mediana®.

El analisis de la diversidad microbiana se realiz6 a través de dos mediciones,
como son la diversidad alfa intragrupal y la diversidad beta intergrupal, siendo
empleados distintos indices para este analisis estadistico. El indice Shannon fue
empleado en tres de los trabajos, para valorar la diversidad alfa a nivel de especies®,
a nivel de género' y también se usé para valorar tanto la diversidad alfa como la
beta a nivel de filo en uno de los estudios®. El indice Chao1 fue empleado para
medir la diversidad alfa a nivel de género', y para medir tanto la diversidad alfa
como la beta a nivel de filo®. El indice de disimilaridad de Bray-Curtis se empled
para valorar la diversidad intergrupal en dos de los trabajos a nivel de género®', y
por ultimo se empled también las distancias UniFrac no ponderadas como medida

de diversidad beta a nivel de filo” y a nivel de género®.(TABLA 1).
Intervencion con edulcorantes

Las distintas intervenciones realizadas fueron detalladamente descritas en
todos los articulos (TABLA 1). En la investigaciéon de Pamela Thomson et al.” que
valoré el efecto de los edulcorantes en la microbiota de hombres, se dividié a los
participantes en dos grupos, grupo experimental (GE) y en otro control (GC), que
recibieron sus intervenciones durante una semana en tres dosis diarias; el GE
consumio sucralosa (260 mg/dia) junto con carbonato de calcio (70 mg/dia) y el
grupo control tomé carbonato de calcio (250 mg/dia). En un segundo estudio, Chu
JR et al.® valoré el efecto de un edulcorante combinado con un prebidtico o sin él
durante 4 semanas, el grupo experimental recibié 13 gramos diarios de la
combinacion prebidtica-edulcorante (61.5 % inulina, 34.6% lactitol y 3.9% gel de
aloe vera), y los participantes del grupo control tomaron el edulcorante maltodextrina

en polvo (13 gramos/dia).
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Ahmad SY et al.® describen un ensayo clinico cruzado con participantes
divididos en 2 grupos experimentales en los que ambos grupos tomaron las mismas
intervenciones durante un mismo periodo de 2 semanas aunque con un orden
diferente. El grupo experimental 1 (GE1) tomd primero el aspartamo puro en polvo
(0.425 gramos/dia) y en segundo lugar la sucralosa pura administrada en polvo
(0.136 g/dia), mientras el grupo experimental 2 (GE2) recibi6 las mismas
intervenciones pero con los edulcorantes a la inversa, estableciéndose en ambos
grupos un periodo de lavado entre intervenciones que consistio en la restriccion total
de la toma de cualquier edulcorante durante 3 semanas. Por ultimo, en un estudio
en personas con normopeso y sin enfermedad crénica, Joan Serrano et al.’® optaron
por 4 tipos de intervenciones diferentes compuestas por distintos edulcorantes que
se administraron 2 veces al dia durante 2 semanas. Los grupos experimentales 1,2
y 3 (GE1,2 y 3) tomaron respectivamente: sacarina de sodio (400 mg/dia), lactitol
(670 mg/dia) y sacarina de sodio (400 mg/dia) junto con lactitol (670 mg/dia);
mientras que al cuarto grupo de control (GC) se le administro relleno de pulpa como
placebo (1000 mg/dia).

La adherencia terapéutica se valoré en el 75% de los trabajos; el autor
Ahmed et al.® registré una adherencia similar entre los grupos siendo el 100% para
la administracion de sucralosa y 99,47 + 1,49% con el aspartamo; en el estudio de
Joan Serrano et al.” el cumplimiento fue muy cercano al 100% en todos los grupos
salvo en el de sacarina + lactitol que fue del 97,4 + 2.4%; y por ultimo Chu JR et al.®
registré una adherencia del 98% en el grupo control y de un 99% en el grupo de

estudio.
Relacion entre el perfil de microbiota y el consumo de edulcorantes.

La abundancia relativa de los cuatro filos principales Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacterias y Proteobacterias no se Vvio significativamente
modificada en los ensayos, sin embargo en la investigacién de Chu JR et al .8 ciertas
especies sufrieron variaciones significativas en su abundancia, viéndose disminuida
tras la intervencién en el grupo experimental la de Bifidobacterium adolescentis, y
superior frente al grupo control la de Roseburia hominis (TABLA 3). No obstante, al

distinguir entre sujetos respondedores y no respondedores a la intervencion, se
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observé disminuido en los respondedores el filo Firmicutes y en concreto de la

clase Clostridia la familia Lachnospiraceae frente al grupo de no respondedores.

Pese a no ser estadisticamente significativos, se detectaron algunos cambios
en la abundancia de los principales filos microbianos en el resto de estudios.
Pamela Thomson et al.” observaron que la abundancia del filo Firmicutes fue
superior en el grupo experimental (260 mg/dia sucralosa + 70 mg/dia carbonato de
calcio) frente al grupo control (250 mg/dia carbonato de calcio) antes y después de
la intervencion, sin embargo el filo Bacteroidetes fue mas abundante en el grupo
control antes y después del ensayo. En el estudio realizado por Ahmad SY et al.®
algunos géneros como Bifidobacterium, Collinsella y Coprococcus se vieron
disminuidos en abundancia tras la intervencion tanto con sucralosa (0.136 g/dia)
como con aspartamo(0.425 g/dia); mientras otros como Alistipes, Bacteroides,
Parabacteroides, Blautia, Faecalibacterium se vieron aumentados. Joan Serrano et
al.’® observo un descenso en la abundancia en el filo Proteobacterias a la vez que
un incremento en el filo Firmicutes en el grupo experimental con sacarina (400
mg/dia) y un incremento del filo Actinobacterias en el grupo experimental con la

toma combinada de sacarina+lactitol (400+670 mg/dia).

La diversidad alfa valorada a nivel de género no presentd diferencias
significativas tras recibir la intervencion ni al comparar los grupos de estudio,
tampoco se encontraron diferencias entre las distintas combinaciones de
edulcorantes™ ni en la combinacién de un edulcorante con un prebiético® (p>0.05).
La autora Pamela Thomson et al.” no ofrecié datos sobre la diversidad a nivel de

genero o de especies.

En cuanto a la diversidad beta no se encontraron diferencias con significancia
estadistica, a excepcion de la encontrada por Ahmad SY et al.® en la que el orden
invertido de la toma de los edulcorantes (en el GE1 primero aspartamo y después

sucralosa, y viceversa en el GE2) influy6 en la diversidad beta (p < 0.05). (TABLA 3).
4.DISCUSION

En esta revision sistematica se presentan las ultimas evidencias disponibles
sobre el impacto de los edulcorantes en uso alimentario sobre la microbiota

intestinal. Esta informacion fue recopilada a partir de una seleccion de cuatro
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articulos con alta calidad metodoldgica, entre los que pudimos observar similitudes
en cuanto al disefio y tiempos de intervencion, aunque cierta heterogeneidad en la

distribucion de género y en los tipos de intervenciones aplicadas.

A pesar de no ser alteraciones significativas, resulta interesante comprender
la importancia de estos cambios para la salud intestinal. En la investigacion de
Pamela Thomson et al.” fue notable que antes de la intervencion, la abundancia
media relativa del filo Firmicutes era mayor en el grupo de control en comparacion
con el grupo experimental, mientras que la abundancia del filo Bacteroidetes era
menor. Esta inesperada diferencia pre-intervencion posiblemente influencié los
resultados post-intervencidon, ya que ademas se correlacioné con que inicialmente
los niveles de colesterol y el IMC fueron superiores en los sujetos del grupo de
control frente a los del grupo experimental. Este mismo patron de aumento de
Firmicutes y disminucidn de Bacteroidetes se ha observado en estudios
anteriores'"'2, que han reportado alteraciones en la microbiota intestinal en sujetos
obesos, seguidas de un aumento del filo Bacteroidetes cuando estos realizaban un
proceso de pérdida de peso. A pesar de que las diferencias entre los grupos del
ensayo de Pamela Thomson et al.” fueron totalmente no intencionales y resultado
de la aleatorizacion, ninguno de los grupos presentd cambios significativos en la
microbiota intestinal o en la respuesta glucémica asociados al tratamiento recibido.
De hecho, independientemente de la intervencion, los sujetos en los que al finalizar
el ensayo se detectdé un mayor area bajo la curva (AUC) de insulina tuvieron un
mayor ratio Firmicutes:Bacteroidetes, 10 que podria indicar que esta diferencia

metabdlica puede que sea mas relevante que la intervencion en si misma.

En el estudio de Ahmad SY et al.® se detecté una disminucién en la
abundancia de géneros como Bifidobacterium, Collinsella y Coprococcus, que
puede tener un impacto negativo para la salud intestinal. Estos géneros bacterianos
desempenan funciones importantes en la fermentacion de los carbohidratos, la
proteccion contra patogenos y la produccidn de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) como el acido acético, propiénico y butirico, que son nutrientes esenciales
para las células intestinales y ayudan a mantener un ambiente intestinal favorable.
Asi mismo, también se observé el incremento en géneros como Alistipes,
Bacteroides, Parabacteroides, Blautia y Faecalibacterium, que resulta beneficioso

para la salud intestinal. Estos géneros ademas de participar en la fermentacion de
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los carbohidratos y la produccion de AGCC, favorecen la proteccion del

revestimiento intestinal.

Joan Serrano et al.’® encontré un ligero descenso en el filo Proteobacteria, el
cual se asocia con procesos inflamatorios intestinales cuando se ve aumentado™ ',
Ademas se vié minimamente incrementado también el filo Firmicutes, y este cambio
puede tener implicaciones en el metabolismo y el peso corporal. Se ha observado
que un aumento relativo de Firmicutes se correlaciona con la obesidad y la
resistencia a la insulina en los estudios en humanos mencionados en el parrafo
anterior'"'?, Algunas bacterias dentro de este filo tienen la capacidad de extraer mas
energia de los alimentos y favorecer el almacenamiento de grasas, lo que puede
contribuir al desarrollo de la obesidad. En este mismo estudio’ se observé en el
GE3 (sacarina+lactitol) un ligero incremento en la abundancia del filo Actinobacteria,
al que pertenecen bacterias como las del género Bifidobacterium, que son
consideradas probidticos y se ha demostrado que proporcionan beneficios para la
salud intestinal. Estas bacterias producen AGCC, ademas de que pueden ayudar en
la digestion de ciertos tipos de alimentos, promover la absorciéon de nutrientes y
vitaminas, modular el sistema inmunolégico y proteger contra patégenos dafinos.
Se ha observado que niveles bajos de bacterias del filo Actinobacteria,
especialmente del género Bifidobacterium, estan asociados con diversos trastornos
intestinales, como la enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome del intestino

irritable y la disbiosis intestinal.

La ausencia de cambios significativos en abundancia y diversidad de la
microbiota intestinal que se obtuvo en los estudios seleccionados, se pudo observar
de manera similar en otros estudios. Frankenfeld CL et al.”® concluyeron en un
estudio de disefio transversal entre consumidores y no consumidores de aspartamo
y acesulfamo K, que tras un periodo de 14 dias de ingestion de estas sustancias en
31 humanos adultos, no se encontraron diferencias en la abundancia de los cuatro
filos principales de bacterias, lo que sugiere que se vio inalterada tanto la
composicion como la funciéon de la microbiota intestinal. Otros tantos estudios en
humanos y en animales afirman que la sucralosa no se absorbe y se elimina
inalterada en heces al no ser sustrato para la microbiota intestinal’®'’, siendo acorde
con las evidencias de la carencia de cambios en la estructura de la microbiota

intestinal que han sido expuestas en los articulos mas recientes”®. Contrariamente
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a los hallazgos anteriores, Suez J et al.'® comprobaron que una dosis elevadas de
sacarina (>5 mg/kg/dia) caus6 un enriquecimiento en la abundancia de Bacteroides
fragilis, Bacteroides vulgatus, Weissella cibaria, Candidatus arthromitus y un
descenso en la de Akkermansia muciniphila (un microbio clave asociado a
propiedades antiinflamatorias), ademas de intolerancia a la glucosa en 4 de 7
adultos sanos. El trabajo de Suez J et al.’® ademas de ser pionero en mostrar el
contraste de respuestas entre individuos en términos de tolerancia a glucosa y
composicidon de la microbiota intestinal tras una exposicion corta a sacarina, también
reportd que el efecto metabdlico fue transmisible a ratones esterilizados a través de
su microbiota intestinal, indicando de esta manera una causalidad. Sin embargo, no
seria acertado extrapolar estos resultados a otros edulcorantes con distinta
estructura quimica y metabolismo, sin olvidar también que la dosis administrada
excedid la ingesta diaria admisible (IDA) marcada por la FDA, lo cual debié impactar

directamente en el resultado.

El consumo diario durante 2 semanas de una dosis de sacarina pura igual a
la IDA en el ensayo aleatorizado, no altero significativamente la microbiota intestinal
ni los acidos grasos de cadena corta (AGCC), al mismo tiempo que tampoco afectd
a la tolerancia a la glucosa en adultos sanos', lo cual corrobora la importancia de la
dosis y el impacto que esta pudo haber causado en los resultados de la
investigacion de Suez J et al'®. Idénticos resultados en el mismo estudio de Joan
Serrano et al.” fueron obtenidos en ratones tras 10 semanas de intervencion y con
la dosis equivalente a 4 veces la IDA en humanos, contrariamente con varios otros
hallazgos en animales que han mostrado diferentes efectos de los edulcorantes
sobre diferentes géneros de bacterias y en AGCC'®?%2'22_ Estudios en animales han
revelado el efecto bacteriostatico de sucralosa y sacarina, sin ir mas lejos en el
estudio de Wang et al.?® se mostré6 un aumento en el filo Firmicutes en ratén
expuesto a sucralosa. Ciertamente estos datos se han de extrapolar cautelosamente
a humanos, porque los datos en animales son un pobre traductor de la respuesta

humana, y su aplicabilidad en salud y enfermedad en humanos debe ser limitada.

En concordancia con los nulos efectos de la sacarina en humanos jovenes™,
una semana de exposicidn a un 75% de la IDA de sucralosa no afect6 a la
microbiota intestinal ni a la tolerancia a la glucosa’ en un periodo similar al ensayo

de Suez J et al’®. Como ya se ha mencionado anteriormente, es evidente que las

16



respuestas metabdlicas y del microbioma a la sacarina podrian ser distintas
comparadas con sucralosa, considerando sus propiedades quimicas y sus
diferencias en absorcién y metabolismo. Sin embargo, otra posible explicacion para
la ausencia de hallazgos significativos en el efecto de los edulcorantes sobre la
composicion de la microbiota intestinal podria ser una limitacion del disefio de los
estudios”® , ya que se enfocaron principalmente en la medicion de otros parametros
como la glucemia y no en datos de la microbiota intestinal, siendo datos
exploratorios secundarios. El hecho de que estos estudios se realicen en
participantes sanos es también otra limitacidn, ya que solo minimos o muy sensibles
cambios en la microbiota intestinal son obtenidos. Ademas en periodos tan cortos
de tiempo de tan solo unas pocas semanas, también es posible que sea insuficiente
para observar cambios reales en en la microbiota intestinal o en AGCC, pero que se
tuvo que hacer de esa manera para evitar pérdidas de participantes, o como es el
caso del estudio de Ahmad SY et al.® para acomodar los periodos de lavado sin

edulcorantes.

Los resultados significativos del estudio de Chu JR et al.® se desvian de la
tendencia del resto de estudios seleccionados, algo que era de esperar dado que la
intervencidon contenia varias sustancias prebioticas entre las que se encuentra el
lactitol. EI aumento de Roseburia hominis en el grupo experimental puede ser
beneficioso debido a su capacidad para producir butirato y mantener la integridad
del revestimiento intestinal. Por otro lado, la disminucion de Bifidobacterium
adolescentis puede estar asociada con desequilibrios y trastornos intestinales, asi
como con la disfuncion del sistema inmunolégico. Los efectos que esta intervencion
causo en los sujetos no podemos adjudicarlos exclusivamente al lactitol, sin olvidar
que los sujetos de estudio sufrian en mayor o menor medida cierto grado de
estreiimiento. Por tanto, no son extrapolables estos resultados a los del resto de
nuestros ensayos seleccionados, aunque si se pueden comentar y comparar con
otros. Un estudio previo encontré que los pacientes con estrefiimiento tenian una
proporcion significativamente menor de Bacteroidetes, mientras que la proporcién
de Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria fue mayor en comparacion con el
grupo de control®. Chu JR et al.® asumieron que las diferencias entre los
respondedores y los no respondedores dentro del grupo prebidtico se derivo de las

diferencias en la composicion del microbioma intestinal, en asociacion con la
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endotoxemia y la motilidad intestinal. De hecho, encontraron que la abundancia del
orden Clostridiales (filo Firmicutes, clase Clostridia) se redujo en los respondedores
del grupo prebidtico a la vez que la abundancia de los filos Proteobacteria y
Bacteroidetes mostré una tendencia creciente. Estos hallazgos se correlacionan con
otros estudios previos, donde uno de ellos afirma que la abundancia aumentada del
filo Firmicutes es una caracteristica importante de los pacientes que sufren de
estrefiimiento® y otro demostré que las proteobacterias podrian contribuir a la
motilidad intestinal normal®®. Ademas, una mayor abundancia de Bacteroidetes (P.
stercorea, B. plebeius y B. stercoris), se sabe que fermentan carbohidratos y afectan
el tiempo de transito colénico®. En contraste, en los sujetos no respondedores del
grupo prebiotico de la investigacion de Chu JR et al.® la abundancia de Bacteroides
fragilis tendié a disminuir, la cual es una conocida especie que puede inducir
disminucién de la inflamacion intestinal mediante la produccion de citocinas
antiinflamatorias?’. En conjunto, todos estos datos sugieren que las alteraciones en
la composicién de la microbiota intestinal estarian asociadas con las diferencias

interindividuales en la respuesta a los prebidoticos.
5.CONCLUSION

En general, como era de esperar por la homogeneidad del disefio en los 4
estudios analizados, los resultados encontrados no difieren entre los distintos
ensayos. En ninguno se muestra una asociacion significativa entre el consumo de
edulcorantes con cambios en el microbioma intestinal de humanos jovenes adultos,
no obstante es necesario realizar estudios mas concretos que prioricen el analisis
de la microbiota por encima de otros parametros como la glucemia, en periodos algo
mas extensos de tiempo, un mayor tamafio muestral y una mayor homogeneidad en
la diversidad microbiana inicial entre los grupos, que aporten mas datos sobre esta
hipétesis y puedan establecer relacién causa efecto el consumo de edulcorantes

alimentarios y la alteracion de la microbiota intestinal.
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7.ANEXO

IMAGEN 1. Composicién de la microbiota intestinal a nivel de filo.
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(Datos obtenidos mediante secuenciacion masiva de ADN extraido de muestras fecales de individuos esparioles y daneses de la cohorte
MetaHIT.Publicados en la referencia Arumugam et al. 5).
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FIGURA 1. Diagrama de flujo
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TABLA 1. Caracteristicas de los estudios seleccionados.

GC:(M:15/ H:5)

Edad (mediana):

GE: 24 afos.

GC: 25 anos.

IMC (media): 21,85 kg/m>.
Variables clinicas (1 de las 3):
<3 deposiciones/semana.
>25% sensaciéon de evacuacion
incompleta.

> 25% del tiempo realiza esfuerzo al

defecar.

34.6% lactitol y 3.9% gel de aloe vera).
GC: 13 g/d de maltodextrina en polvo.

AUTORES;
ANO POBLACION INTERVENCION METODO DE ANALISIS
Pamela N=30 (M:0/ H:30) 3 veces al dia durante 7 dias. Extraccion: Quick-DNA
Thomson, |GE: (16 H) 22.8 + 3.0 afos. GE: 260 mg/d de sucralosa + 70 mg/d de |Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit.
et al; 2019 |GC: (14 H) 23.5 + 2.9 afos. carbonato de calcio. Amplificacion: PCR regién
IMC (media): GC: 250 mg/d de carbonato de calcio. variable V3-V4 del gen 16S
GE: 23.8 £ 1.7 kg/m?. rRNA.
GC: 25.7+ 2.9 kg/m?. Secuenciacién: lllumina MiSeq.
Estado de Salud: 6ptimo. Analisis bioinformatico:
Colesterol: DADAZ2 v1.10 R package.
GE: 147 £ 22 mg/dl. SILVA database version 132.
GC: 173 £ 23 mg/dl.

Chu JR, et |N=40 (M:30/ H:10) Durante 4 semanas. Extracciéon: QlAamp® DNA

al; 2019 GE: (M:15/ H:5) GE: 13g/d del prebidtico (61.5 % inulina, Stool Mini Kit.

Amplificacién: region variable
V3-V4 del gen 16S rRNA sin
especificar método.
Secuenciacién: por ChunLab,
Inc. (Seoul, South Korea).

N= numero total de participantes; H= hombres; M= mujeres; IMC= indice de masa corporal; GE= grupo experimental; GC= grupo control.
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Ahmad SY, [N=17 (M:11 / H:6) GE1: Extraccion: DNA KF Kit.
et al; 2020 |Edad (media): 24 + 1.64 afios. -0.425 g/d de aspartamo puro en polvo (2 |Amplificacion: 16S rRNA;
IMC (media): 22.9 + 0.6 kg/m?. semanas)+ lavado (3 semanas). polymerase chain reaction
ES: 6ptimo. -0.136 g/d de sucralosa pura en polvo (2 (PCR), regién V4.
semanas). Secuenciacién: lllumina MiSeq.
GE2: Anadlisis bioinformatico:
-0.136 g/d de sucralosa pura en polvo (2 Greengenes version 13_8.
semanas) + lavado (3 semanas). Mothur software package
-0.425 g/d de aspartamo puro en polvo (2 |(v.1.39.5).
semanas).
Joan N=46 (M:32 / H:14) 2 veces al dia durante 2 semanas. Extraccion: QiaAmp DNA stool
Serrano, et |GE1: (M:9/H:4) GE1: 400 mg /d de sacarina de sodio. kit (QIAGEN).
al; 2021 GE2: (M:10/H:2) GE2: 670 mg/d de lactitol. Amplificacion: regiones V3-V4

GE3: (M:5/ H:5)

GC: (M:8/H:3)

Edad (media):

GC: 24.91 + 1.59 afios.

GE1: 28.91 £ 2.60 anos.

GE2: 32.92 + 2.78 afos.

GE3: 28.80 £ 2.91 afios.

IMC (media): 22.26 + 0.30 kg/m?
ES: 6ptimo.

GE3: 400 mg/d de sacarina de sodio + 670
mg/d de lactitol.
GC: 1000 mg/d de relleno de pulpa.

de 16S rRNA y HiFi HotStart
DNA Polymerase.
Secuenciacion: lllumina MiSeq.
Calidad:

FastQC v0.11.5.

“‘cutadapt” v2.6

Analisis bioinformatico: Qiime
2v2019.1.
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TABLA 2. Calidad metodoldgica de los estudios seleccionados.

AUTORES; ANO

Estudio
aleatorizado.

Es doble ciego.

Se describen las
pérdidas y retiradas del
estudio.

Es adecuado el
método de
aleatorizacion.

Es adecuado el
método de doble
ciego.

Pamela Thomson et al; |Si Si Si Si Si
2019

Chu JR et al; 2019 Si Si Si Si Si
Ahmad SY et al; 2020 |(Si Si Si Si Si
Joan Serrano et al; Si Si Si Si Si

2021
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TABLA 3. Evidencias de Ia relacion edulcorantes-microbiota.

aleatorizado, paralelo
a doble ciego.

N=30
GE: (H:16) 22.8 £ 3.0
afnos.
GC: (H:14)235+29
anos.

AUTORES: DISENO / NIVEL

ARO POBLACION | TAXONOMICO RESULTADOS

Pamela Ensayo clinico Filo. ABUNDANCIA [GE: 260 mg/d de S + 70 mg/d de CC, GC: 250 mg/d de CC]
Thomeon et controlado, Firmicutes (p>0.05): GC<GE  Bacteroidetes (p>0.05): GC > GE

DIVERSIDAD (D.Beta, distancias UniFrac ponderadas)
(Antes vs Después; p>0.05)
1 Bacteroides/Firmicutes GC vs GE

CAMBIOS EN METABOLITOS
No hay datos

S: sucralosa; CC:carbonato de calcio
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Chu JR et
al; 2019

Ensayo clinico
controlado,
aleatorizado, paralelo
a doble ciego.

N= 40
GE: (M:15/ H:5) Edad
(mediana): 24 afos.

GC: (M:15/ H:5) Edad
(mediana) :25 anos.

Filo, clase,
orden, familia,
geénero y espec
ie.

EFECTO PREBIOTICO/FRECUENCIA DE EVACUACION:
[CD14: receptor a actividad microbiana]

GER (n=6): CD14 | un 10% vy 1 freq. evacuacion.
GENR (n=6): CD14 1 un 10% vy = freqg.evacuacion.

ABUNDANCIA

[GE: 13g/d prebidtico con 34.6% L; GC: 13 g/d de maltodextrinal:
GE vs GC GER vs GENR:
Bifidobacterium adolescentis: familia Lachnospiraceae:
GE<GC (p=0.040) GER<GENR (p=0.009)
Roseburia hominis: GE> GC
(p=0.045)

DIVERSIDAD (Alfa y Beta, indice Shannon y Chao1;p>0.05)
Intragrupal (Antes vs Después)

GER vs GER

GENR vs GENR

Intergrupal (GER vs GENR)

Antes vs Después

CAMBIOS EN METABOLITOS
AGCC; p>0.05.

GER= grupo experimental respondedores; GENR= grupo experimental no respondedores; AGCC: acidos grasos de cadena corta
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Ahmad SY
et al; 2020

Ensayo clinico
controlado,
aleatorizado, cruzado
a doble ciego.

N=17 (M11/H6)
24 + 1.64 anos.

Filo y género.

ABUNDANCIA:
Sucralosa [0,136 g/d]-
( Antes > Después; p> 0.05) (Después > Antes; p> 0.05)
Género: Bifidobacterium, Collinsella, = Género: Alistipes, Bacteroides,
Coprococcus,Roseburia Parabacteroides,Prevotella,Blautia,Faecal
ibacterium
Aspartamo [0,425 g/d]:
( Antes > Después; p> 0.05) (Después > Antes; p> 0.05)
Género: Bifidobacterium, Collinsella, = Género: Alistipes, Bacteroides,
Coprococcus, Prevotella Parabacteroides,Blautia,Faecalibacterium
,Roseburia

DIVERSIDAD (D. Alfa, indice Shannon):
Sucralosa:

Antes 4.25 £ 0.79 > Después 4.18 £ 0.81; p>0.05.
Aspartamo:

Antes 4.08 + 0.82 > Después 4.07 + 0.65; p>0.05.

DIVERSIDAD (D. Beta, Bray curtis y UniFrac no ponderado):
Sucralosa y Aspartamo:
Antes = Después; p>0.05.

Orden de la intervencion (Aspartamo/Sucralosa vs Sucralosa/Aspartamo)
durante 2 semanas:
Diversidad beta; p <0.02.
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CAMBIOS EN METABOLITOS:
Sucralosa y Aspartamo:

N=46

GE1: (M:9/H:4)
28.91 £ 2.60 anos.
GE2: (M:10/ H:2)
32.92 £ 2.78 afos.
GE3: (M:5/ H:5) 28.80
* 2.91 anos.

GC: (M:8/H:3) 24.91
+ 1.59 anos.

AGCC: p>0.05.
Joan Ensayo clinico Filo, clase, ABUNDANCIA:
Serrano et [controlado, orden, familia, [[GE1:400 mg/d SS, GE2: 670 mg/d de L., GE3: 400 mg/d de SS + 670
al; 2021 |aleatorizado, paralelo |géneroy mg/d L, GC: 1000 mg/d de placebo]
a doble ciego. especie. Firmicutes (X) (p>0.05): Bacteroidetes (X) (p>0.05):

GE1: (60.52% vs 61.38%)
GE2: (61.17% vs 61.48%)
GE3: (64.51% vs 63.57%)
GC: (64.42% vs 64.57%)

GE1: (26.54% vs 25.22%)
GE2: (26.37% vs 26.46%)
GE3: (23.05% vs 23.48%)

GC: (23.66% vs 23.79%)

Actinobacterias (X) (p>0.05):
GE1: (5.23% vs 5.75%)
GE2: (5.37% vs 5.54%)
GE3: (4.32% vs 5.20%)
GC: (5.13% vs 4.83%)

Proteobacterias (X) (p>0.05):
GE1 (5.61% vs 4.90%)
GEZ2: (4.83% vs 4.61%)
GE3: (5.88% vs 5.55%)
GC: (4.47% vs 4.52%)

DIVERSIDAD (D. Alfa, indice Chao1, Shannon y Simpson):
( Antes = Después; género; p> 0.05)
GE1-3 y GC: Chao 1 (65-78) , Shannon (3.3-3.6) y Simpson (0.94-0.96).

DIVERSIDAD (D. Beta, Bray curtis):
( Antes = Después; p> 0.05)
GE1-3 = GC: 0.4 a nivel de género.

CAMBIOS EN METABOLITOS:
AGCC: G1-3 < GC; p>0.05.

SS: sacarina de sodio; L: lactitol; AGCC: acidos grasos de cadena corta
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