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NOTACION

%: porcentaje

AIN-93: American Institute of Nutrition-93 (dieta purificada para roedores de
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RESUMEN

Los edulcorantes se consumen ampliamente debido a su propiedad de
brindar sabor dulce. El estudio del efecto de los edulcorantes sobre el
organismo arroja resultados inconsistentes que resaltan la necesidad
de mas investigaciones, particularmente sobre érganos como el riion,
gue han recibido poca atencion a pesar de que la enfermedad renal es
una comorbilidad de la obesidad, ampliamente relacionada con el
consumo de edulcorantes. El objetivo del presente trabajo es la
evaluacion del efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre el
dafo renal, evaluado mediante parametros inflamatorios y la respuesta
antioxidante. Durante 4 meses, se administré a ratas Wistar una dieta
alta en grasa (HFD) en combinacion con distintos edulcorantes en el
agua de bebida (sacarosa, fructosa, glucosa, mascabado, glucésidos
de esteviol, Svetia®, miel y sucralosa). ElI grupo control consumié la
dieta AIN93 y agua simple. El tratamiento HFD+Agua provocé dafio
renal, modificaciones en el metabolismo de lipidos e inflamacién, su
combinacién con los diferentes edulcorantes incrementd éstos
parametros y en otros casos los mejor6. El consumo de
HFD+Sucralosa provocé la menor ganancia de peso y el menor
porcentaje de masa grasa, sin embargo incrementd los parametros
bioquimicos asociados a dafo renal, los parametros inflamatorios y las
alteraciones en el metabolismo de lipidos. La actividad antioxidante de
los edulcorantes naturales parece jugar un papel importante en la
disminucion del dafio renal, ya que la miel, el mascabado y los
glucosidos de esteviol en combinacién con una dieta alta en grasa
causaron menor inflamacion y dafo renal. Los resultados indican que
los diferentes edulcorantes contribuyen de manera diferencial al dafo
renal e indican la necesidad de estudiar los mecanismos moleculares a

través de los cuales actuan.



ABSTRACT

Sweetener consumption is very common given its property to provide
sweet flavor. The study of sweeteners on metabolism has delivered
conflicting results and pointed to the need for more research particularly
of organs like the kidney that has received little attention, even though
kidney disease is a comorbidity of obesity that is strongly associated
with the consumption of sweeteners. The objective of the present work
is the evaluation of the effect of natural and artificial sweeteners on
kidney damage, assessed through inflammatory parameters and the
antioxidant response. During 4 months, a high-fat diet (HFD) was given
to Wistar rats in combination with different sweeteners administered in
drinking water (sucrose, fructose, glucose, brown sugar, steviol
glycosides, Svetia®, honey and sucralose). The control group was
given AIN-93 diet and water. HFD+Water treatment caused kidney
damage, modification in lipid metabolism and inflammation; its
combination with the sweeteners increased or in some cases
decreased these parameters. HFD+Sucralose caused minor weight
gain and minimal body fat mass, nevertheless increased biochemical
parameters related to kidney damage, inflammatory parameters and
modifications in lipid metabolism. The antioxidant activity of sweeteners
seems to be a key factor in decreased renal damage, sweeteners like
honey, brown sugar and steviol glycosides in combination with a high-
fat diet showed less inflammation and kidney damage. These findings
indicate that different sweeteners have a differential effect on kidney
damage and the need of more studies to determine the molecular

mechanisms involved in these effects.
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Efecto del consumo de edulcorantes naturales y artificiales
sobre parametros inflamatorios y antioxidantes en el rifién,

en un modelo de obesidad inducida por dieta

I. INTRODUCCION
1.1 OBESIDAD

La obesidad se considera un estado metabdlico patologico
caracterizado por un exceso de tejido adiposo blanco. La obesidad
comunmente ocurre como resultado de un desequilibrio entre la ingesta
alimentaria y el gasto energético [1]. Dicho desequilibrio frecuentemente se
debe al consumo de dietas altas en grasa e hidratos de carbono simples. En
éstas dietas, una de las principales fuentes de hidratos de carbono afadidos
son los edulcorantes (sustancias que aportan dulzor), los mas comunmente
consumidos son la sacarosa y el jarabe de maiz con alto contenido de
fructosa. El consumo de fructosa afadida se ha asociado como un
componente principal en la epidemia de obesidad y con un incremento de
acido urico vy triglicéridos en suero [2-4]. Por otra parte, se ha sugerido que la
relacion entre el incremento de peso y el consumo de edulcorantes afadidos
se debe al incremento total de la energia consumida y probablemente no a
un nutrimento en especifico [2, 5]. En condiciones fisiolégicas normales, el
tejido adiposo blanco almacena los acidos grasos como energia de reserva.
Sin embargo, en la obesidad, la capacidad de almacenamiento es
insuficiente y los acidos grasos libres son hidrolizados y liberados del tejido
acumulandose en érganos que no son especificos para ello, como el higado
y el musculo, proceso conocido como lipotoxicidad. La lipotoxicidad es un
proceso involucrado en el desarrollo de resistencia a la insulina y de diabetes
tipo 2, las cuales son altamente prevalentes en la poblacion mundial [6].

La obesidad se acompana de un estado de inflamacion cronica que
tiene consecuencias metabolicas importantes en diferentes tejidos como el
higado, el hipotalamo, el pancreas y el musculo [3, 7]. El riidn posee

diversas funciones como la filtracion de la sangre, la eliminacién de los
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productos de desecho a través de la orina, el balance de electrolitos, la
excrecion de urea, la regulacion de la presidon arterial, la secrecion de
hormonas, el equilibrio acido-base y la contribucién a la homeostasis de
glucosa [8]. La pérdida de funcidn del tejido renal se ha asociado a la
obesidad e implica alteraciones en los procesos previamente mencionados.
Sin embargo, no hay suficientes estudios acerca del impacto del consumo de
diferentes dietas, y particularmente de edulcorantes, sobre este tejido vital.

1.2 EFECTOS DE LA OBESIDAD SOBRE EL RINON

La incidencia de la enfermedad renal cronica (ERC) ha incrementado en
los ultimos afios, la prevalencia de adultos que la padecen a nivel mundial es
mayor al 14% [9]. La ERC es la pérdida gradual de funcién renal que
incrementa con la edad (>50 afos), y se exacerba con condiciones como
diabetes, obesidad e hipertension. A su vez, la ERC se asocia con la
enfermedad cardiovascular (ECV) y su agravamiento. La ECV es la primer
causa de mortalidad a nivel mundial, los pacientes que cursan con ERC
tienen mayor mortalidad por un evento cardiovascular que por falla renal
terminal [10, 11].

La ERC involucra factores genéticos y ambientales. Puede clasificarse
como aguda o cronica e impacta sobre la funcion del tejido, por Io mismo en
sus ultimas fases requiere terapias de reemplazo o trasplante de tejido;
terapias costosas y no accesibles a la mayoria de la poblacion. El estrés
oxidativo contribuye al desarrollo de enfermedad renal cronica y aguda,
contribuyendo al estado inflamatorio [12]. Las especies reactivas de oxigeno
(ERO) se forman normalmente en el metabolismo aerobio. En el caso de un
desequilibrio en la cantidad de ERO y la respuesta antioxidante puede ocurrir
el estrés oxidativo que puede oxidar lipidos, proteinas y dafar al DNA. En la
inflamacion, las ERO actuan como segundos mensajeros de la respuesta
inmune celular y en grandes concentraciones pueden incrementar la
respuesta inflamatoria, dafiando los tejidos [13].

El incremento de la adiposidad visceral se relaciona positivamente con
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la ERC y con las comorbilidades de la obesidad (diabetes, hipertension,
ECV, dislipidemia y resistencia a la insulina) que a su vez, incrementan aun
mas la incidencia de la ERC. El tejido adiposo visceral produce adipocinas y
citocinas que contribuyen a la generacién del ambiente inflamatorio y al
desarrollo de las lesiones renales [14-16]. Una de las adipocinas es la
adiponectina, que actua como activador de las vias inflamatorias a través del
factor de transcripcion NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas), contribuyendo al incremento de las
lesiones observadas en la patologia renal [17].

Durante la obesidad se desarrollan lesiones glomerulares y se
acumulan lipidos en las estructuras del rindn. Las lesiones renales pueden
apreciarse inicialmente por la modificacion en la tasa de filtraciéon glomerular
y de manera indirecta a través de la excrecion de proteina en la orina [15]. La
molécula KIM-1 (Kidney Injury Molecule 1) se utiliza como marcador de dafio
renal, debido a que se encuentra minimamente expresada en el tejido sano y
se considera mas sensible que la creatinina y el nitrégeno ureico en sangre
(BUN) para evaluar el dafio renal [18]. Ambas moléculas son productos
proteicos del metabolismo. La creatinina es el producto del catabolismo
muscular mientras que el BUN es el metabolito del catabolismo de la urea
[19].

En modelos animales de obesidad se observa un crecimiento del rifion
de hasta un 40%, un incremento en el tamafio del glomérulo que resulta en
esclerosis del tejido y modificaciones en la actividad del sistema renina-
angiotensina. Estudios en ratas genéticamente obesas, presentan cambios
hemodinamicos que provocan una mayor filtracion glomerular y que
progresan a albuminuria. Los estudios macromoleculares proponen que
éstas alteraciones ocurren debido a cambios en la dilatacion de las arterias
renales. En cuanto a los estudios en humanos, la obesidad se relaciona
estrechamente con el crecimiento glomerular, con albuminuria e
hiperfiltracién, que generan el cuadro denominado glomerulopatia asociada a

la obesidad. Lo anterior se agrava, cuando también se presenta hipertension
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arterial que puede complicarse debido a que la obesidad se asocia también a

mayor riesgo de carcinoma renal [16].

Las estrategias dietarias para disminuir el sobrepeso y la obesidad se
enfocan principalmente hacia la pérdida de peso, debido a que revierte el
estado inflamatorio y disminuye significativamente las comorbilidades. La
pérdida de tejido adiposo implica una disminucién en la concentracién de las
citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa),
interleucinas (IL-1B e IL-6) y CCL2 o MCP-1 (proteina quimioatrayente de
monocitos), que incrementan en la obesidad [3]. Para alcanzar un peso
saludable, asi como la disminuciéon de masa grasa se debe generar un
desequilibrio energético negativo: mayor gasto energético que ingesta
energética. Debido a lo anterior se han propuesto diversas estrategias como
el incremento de actividad fisica y/o la disminucidén del consumo energético
a través de dietas hipocaldricas y el control de porciones. Generalmente
éstas estrategias implican el aumento en el consumo de alimentos “light” que
aportan menos energia, lipidos y/o hidratos de carbono, aunque surge la

interrogante sobre su eficacia y utilidad [20].

1.3 EDULCORANTES

Los edulcorantes, comunmente conocidos como azucares, son
sustancias que poseen sabor dulce y por ello son utilizados como
endulzantes o para brindar ciertas propiedades en el procesamiento de
alimentos. Las moléculas que pueden producir sensacién de dulzor poseen
estructuras moleculares muy diversas ya que son monosacaridos,
disacaridos, aminoacidos, polioles, glucdsidos, entre otros. El sabor dulce,
evolutivamente se asocia con alimentos inocuos que brindan un aporte
energético, por lo que son preferidos por las personas [21]. EI consumo de
edulcorantes promueve alteraciones metabodlicas y aunque existen
resultados conflictivos sobre su efecto metabdlico y sobre la ganancia de

peso, su uso continua siendo ampliamente distribuido en la poblacion.
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Histéricamente, el uso de la sacarosa como lo conocemos es
relativamente reciente, inicialmente se consideraba como un producto de lujo
y su uso no estaba extendido entre la poblacién. Con la expansién de su
produccion regional y hacia diversos paises y la eliminacién de aranceles, se
volvi6 un producto al alcance de la mayoria de las personas.
Interesantemente, su uso ha incrementado con los afos contrastando un
consumo anual per capita de aproximadamente 1.8 Kg en el siglo XIX y un
consumo de 67.6 Kg en la actualidad; un incremento significativo que
coincide con el aumento en la incidencia de diversas patologias [22]. Por ello,
hay un interés actual hacia el consumo de los mismos, y sobre la proporcién

que representan de los hidratos de carbono totales consumidos.

Debido a la gran variedad de edulcorantes disponibles para el consumo
humano, surgen las siguientes clasificaciones de acuerdo a su origen o0 a su
aporte energético. De acuerdo a su origen, los edulcorantes pueden
clasificarse como:

= Naturales: Aislados de tejidos vegetales, frutas y lacteos. Por su
origen suelen estar acompafados de antioxidantes. Ejemplos de
éstos edulcorantes son la glucosa, fructosa, sacarosa, miel, néctar
de agave, mascabado o glucosidos de esteviol derivados de la
planta Stevia rebaudiana.
= Atrtificiales: son aditivos sintetizados o procesados que imitan el
sabor dulce de los edulcorantes naturales. Suelen tener una
intensidad de dulzor mayor a la sacarosa (sucralosa, aspartame y
sacarina) por lo que se utilizan en pequefas cantidades.
De acuerdo a su aporte energético, los edulcorantes también se pueden
clasificar como:
= Nutritivos: contienen hidratos de carbono digeribles por el humano
y por ello proveen energia aportando 4 Kcal/g o en el caso de los

polioles 2 Kcal/g.
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= No nutritivos: contienen una cantidad minima o no contienen
hidratos de carbono digeribles y como consecuencia no aportan
energia [23-26].

El elevado consumo de edulcorantes nutritivos se ha asociado con el
desarrollo de irregularidades metabdlicas como la ganancia de peso, el
aumento en la adiposidad, mayor riesgo de sindrome metabdlico, obesidad y
otras enfermedades crénico degenerativas [2, 27]. También se pueden
atribuir ciertas propiedades benéficas a los edulcorantes como son las
propiedades anticariogénicas (Stevia rebaudiana, sucralosa y aspartame) y
las propiedades antioxidantes (Stevia rebaudiana, mascabado y miel) [3].

El consumo >20% de la energia total proveniente del consumo de
edulcorantes nutritivos incrementa el riesgo de ECV mediante el incremento
de triglicéridos séricos y de colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad);
particularmente en dietas hipercaloricas. Debido a lo anterior, el desarrollo de
los edulcorantes no nutritivos se postulé como una opcién para disminuir la
ingesta energética y para reducir el peso corporal sin perder el sabor dulce
[2]. A pesar de la disponibilidad de estos compuestos bajos en energia y el
incremento en su consumo, la epidemia mundial de obesidad continia en
aumento y la controversia acerca de la asociacion entre su ingesta y el
desarrollo de obesidad y patologias genera la necesidad de mas
investigaciones [28, 29].

1.4 MECANISMOS MOLECULARES DE LOS EDULCORANTES DURANTE
LA OBESIDAD

Uno de los mecanismos que recientemente se ha propuesto es el
impacto de los edulcorantes sobre la composicién de la microbiota intestinal,
cuya alteracién se ha denominado disbiosis [30]. La disbiosis se acompana
de un incremento de los niveles séricos de lipopolisacarido (LPS), el cual es

un constituyente de la membrana externa de las bacterias Gram negativas,
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que juega un papel importante en la interaccion con el hospedero y la
respuesta inmune. La endotoxemia se refiere al incremento de LPS
circulante, causada por la translocacidén bacteriana derivada de una mayor
permeabilidad intestinal, estado observado durante la obesidad. A través de
éste mecanismo se incrementa la actividad inflamatoria y el estrés oxidativo
sistémico [31]. La endotoxemia se presenta comunmente en etapas tardias
de la ERC, exacerbando la inflamacion metabdlica [32]. EI LPS administrado
intraperitonealmente a un modelo murino provoca dafio renal y fibrosis,
mediados por la activacion de mTOR (blanco de rapamicina en mamiferos),
proteina que media la respuesta inmune de los macréfagos y su incremento
en el tejido renal [33]. Se ha reportado una correlacion entre una mayor
cantidad de LPS circulante y un incremento en la mortalidad de los pacientes
con ERC, debido a un incremento de riesgo cardiovascular [34].

Los pacientes que cursan con enfermedad renal muestran alteraciones
en la composicion de la microbiota intestinal, cambios histologicos y
modificaciones en la permeabilidad intestinal, a comparacion de pacientes
sanos. La uremia promueve la permeabilidad intestinal, la translocacion
bacteriana y endotoxemia. La urea fluye hacia el tracto gastrointestinal en
donde actua como sustrato para bacterias que la convierten a amonia y
generan metabolitos téxicos (indoxil sulfato y p-cresol) que agravan la
disbiosis. Los metabolitos ingresan a la circulacion, se eliminan a través del
rindn y promueven la progresién del dafo; aumentando también el riesgo de
enfermedad cardiovascular. promoviendo un estado de inflamacion y estrés
oxidativo sistémico [35, 36]. Por lo que el consumo de los diferentes
edulcorantes administrados en éste estudio, pueden estar impactando sobre
el rindbn de manera indirecta a través de la modificaciéon de la microbiota
intestinal. Edulcorantes como la sacarina pueden provocar cambios en la
composicién de la microbiota intestinal e inducir intolerancia a la glucosa en

roedores [37].

Como consecuencia de éstas alteraciones, los edulcorantes junto con el
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consumo de una dieta alta en grasa saturada pueden modular diferentes vias
de sefializacion, como son las vias de: NF-kB, los TLR’s y Nrf2.

A) Via de NF-kB: Uno de los factores de transcripcidon que puede ser
activado por las dietas altas en grasa e hidratos de carbono es NF-kB. Esta
molécula es un factor heterodimérico formado por dos elementos de su
familia: p50, p52, p65/RelA, RelB y/o c-Rel. Este factor se une al DNA de
manera especifica y regula la transcripcién de varios genes involucrados en
diversas funciones metabdlicas y la supervivencia celular. La regulacion de
NF-kB a nivel de citoplasma ocurre porque posee un sitio de unioén al
inhibidor kB (I-kB), que bloquea estéricamente la translocacion nuclear de
NF-kB y retiene al complejo NF-kB:I-kB en el citoplasma. El punto critico para
la activacion de la via ocurre a través de IKK (complejo cinasa I-kB). IKK es
un complejo heterotrimérico compuesto por las subunidades a, B vy vy
(NEMO), que regula al factor de transcripcion NF-kB y su accion sobre la
transcripcion de citocinas inflamatorias. La fosforilacion de IKK sobre el
inhibidor citoplasmatico I-kB interrumpe al complejo y permite la liberacion del
factor de transcripcion. A través de ésta fosforilacion se promueve la
ubiquitinacién de |-kB y su degradacion proteosomal, mientras que NF-kB
ingresa al nucleo y se une al DNA incrementando la expresion de moléculas
inflamatorias como IL-1B e IL-6. Otras moléculas que promueven la
activacion de NF-kB son TNFa, la citocina inflamatoria IL-1 B y el LPS.
También se ha reportado que el incremento en los niveles séricos de LPS
inducen la fosforilacién de IKK, permitiendo el ingreso de NF-kB al nucleo [7,
38, 39].
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Diagrama 1: Translocacion de NF-kB hacia el nucleo para la transcripcion de
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Velloso, L. 2015; Wahant, H. 2003; Karin, M. 1999.

B) Via de los TLR’s: Otra de las vias que puede ser activada por el LPS
sérico es a través de los receptores tipo Toll (TLR’s). En la obesidad, asi
como en el dafo renal, se observa un aumento en la activacién de estos
receptores. Los TLR’s son receptores transmembranales, que reconocen
diversos patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs); de los
cuales el TLR1, TLR2, TLR4 y TLRG tienen la capacidad de reconocer y
activarse por algunos ligandos lipidicos [40, 41]. TLR4, en particular, se
asocia con la enfermedad renal aguda y crénica [42]. Estos receptores, son
parte importante de la respuesta inmune innata. Tras su activacion, reclutan
proteinas adaptadoras como MyD88 (factor de diferenciacion mieloide 88) o
TRIF (adaptador que contiene el dominio TIR e induce la induccion del
interferon ), que permite el inicio de la cascada de sefalizacion, para la

produccion de citocinas inflamatorias e interferones del tipo I.
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El TLR4, cuya activacion ocurre en respuesta al LPS o a acidos grasos
saturados provenientes de la dieta, promueve la activacion de los receptores
y la actividad proinflamatoria. La interaccién de los acidos grasos libres con
el receptor TLR4 ocurre de manera indirecta, estda mediada por la molécula
llamada fetuina-A que se une a los acidos grasos y mediante ésta unidn,
permite la sefializacion a través del TLR4 [3, 7]. En el daho renal, los TLR’s
contribuyen al estado proinflamatorio a través del reclutamiento de células
del sistema inmune [41] y la produccion de moléculas inflamatorias.
Antagonistas de TLR4 mejoran el dafio renal asociado a la obesidad
mediante la supresidn de citocinas inflamatorias, a través de la via que
involucra a NF-kB [43]. En un modelo animal deficiente de TLR2, TLR4 y
MyD88, se observa una disminucion en la nefropatia [44, 45]. Otros estudios
demuestran que la ausencia o falta de funcionalidad del TLR4 previene el
desarrollo de fibrosis renal, reforzando su contribucion en el desarrollo de la
ERC [46].

Diagrama 2: Mecanismo de accion de TLR4 para la transcripciéon de

moléculas inflamatorias
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Valles, P. 2014; Anders, H. 2007; Leemans, J. 2005.
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C) Via de Nrf2: El estrés oxidativo y la inflamacion sistémica juegan un
papel central en el desarrollo y progresion de la enfermedad renal [36]. El
estrés oxidativo se asocia con el consumo de una dieta alta en grasa, y con
un incremento en la peroxidacion de lipidos en el tejido hepatico, el musculo
cardiaco y en el rifndn. La peroxidacién de lipidos se incrementa por la
presencia de citocinas inflamatorias y un aumento en las ERO, que en el
rindn provocan dafo tisular y contribuyen a la progresién de la ERC [47]. El
estrés oxidativo también contribuye al desarrollo de hipertension, debido a
que induce cambios en el sistema renina-angiotensina-aldosterona,
modificando la homeostasis de sodio y la presion arterial [48].

Las ERO se producen en respuesta a dietas altas en lipidos e hidratos
de carbono en tan solo unas cuantas horas [3] por lo que el consumo
frecuente de antioxidantes puede contrarrestar sus efectos nocivos. Se ha
reportado que edulcorantes caldéricos no refinados, como el azucar
mascabado y la miel, aportan mas antioxidantes que el azucar refinada
(sacarosa), y que pueden impactar positivamente evitando el desarrollo de
las patologias antes mencionadas [24, 28]. Las citocinas inflamatorias
producidas en el estado inflamatorio de la obesidad también contribuyen a la
generacion de ERO [49]. Ante la presencia de ERO, la respuesta
antioxidante celular tiene la funcion de inhibir las citocinas inflamatorias
producidas por NF-kB [50].

Entre los elementos de respuesta antioxidante que poseen las células
se encuentra Keap1 (proteina asociada a ECH similar a Kelch) que se
encarga de responder ante desequilibrios de las reacciones de oxidacion y
reduccion, y regular la activacion de Nrf2 (factor nuclear relacionado al factor
eritroide 2) en respuesta al estrés oxidativo. Keap1 actua sobre IKK que
resulta en la inhibicion de la accion de NF-kB y también actua sobre Bcl-2
(linfoma células-B 2) promoviendo la apoptosis celular. La accién de Nrf2 es
sobre la transcripcion de genes citoprotectores; el factor de transcripcion
normalmente se encuentra en el citoplasma e interactua con Keap1, quién lo

lleva ciclicamente a degradacidn proteosomal mediante ubiquitinacién. Sin
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embargo, ante el dafo oxidativo, el complejo se disocia permitiendo la
entrada de Nrf2 al nucleo donde lleva a cabo su accién como factor de
transcripcion al unirse a los elementos de respuesta antioxidante en el DNA,
que incrementan la transcripcion de genes de detoxificacion de fase || como
son las enzimas glutation transferasa, glutation peroxidasa (GPx), superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (Cat), entre otras; cuya accion evita la
acumulacion de las especies reactivas de oxigeno [51].

La activacion de Nrf2 atenua la glomeruloesclerosis y el dafio en los
podocitos [52], mientras que la activacion andmala de Nrf2 promueve la
inflamacion renal mediante la activacion de NF-kB a través de moléculas
como los lipoperoxidos e hidroperoxidos. Se ha propuesto que NF-kB impide
la disociacion de Nrf2:Keap1 y por lo tanto interfiere con su funcién
antioxidante [53].

Diagrama 3: Mecanismo de respuesta de Nrf2 ante el estimulo de ERO
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Blaser, H. 2016; Pedruzzi, L. 2012; Tian, H. 2012.
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1.5 EDULCORANTES Y ENFERMEDAD RENAL

El consumo de “azucares libres”, es decir, aquellos monosacaridos o
disacaridos afiadidos en el procesamiento de un alimento o aquellos
presentes en jugos de frutas; debe reducirse a <10% de la ingesta energética
total, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
estrategia preventiva debido a la asociacion entre el consumo de los mismos
y el desarrollo de patologias [54].

Los edulcorantes nutritivos se han propuesto como posibles
responsables del desarrollo de ERC. La fructosa promueve la obesidad
visceral, dislipidemia, e incrementa los niveles circulantes de acido urico que
posiblemente a través de alteraciones en la presion arterial dafian el tejido
renal. Estudios en animales que fueron alimentados con una dieta alta en
fructosa, desarrollaron hipertrofia renal e hipertension glomerular [14, 55].

La sacarina administrada en el agua de bebida a un modelo murino,
increment6 la ingesta de alimento, a comparacion del grupo control [56]. En
otro estudio, los animales que consumieron sacarina muestran un incremento
en la urea y creatinina seéricas, y a nivel hepatico, una disminucion de
enzimas antioxidantes [57]. La adicion de Stevia rebaudiana a la dieta de
roedores en los que se indujo diabetes, mejoro los parametros de glucosa
sérica, favorecié a las enzimas antioxidantes en higado y en el rifidn se
observd un menor dafio renal en comparacion con el control, que presento
filtracion glomerular disminuida [58]. En otro estudio, con el consumo de S.
rebaudiana, se observdo una disminucion del consumo de alimento,
disminucién en las concentraciones de colesterol, triglicéridos y glucosa, no
se observaron signos de dafo renal ni cambios en el tamafio del tejido [59].

Las alteraciones en el metabolismo de lipidos contribuyen a la
progresion del dafio renal e incrementan el riesgo de ECV. Una dieta alta en
grasa impacta sobre la estructura renal mediante la acumulacion de lipidos,
cuantificable a través de SREBP-1c (proteina de unién al elemento regulador

de esterol 1), que se encuentra incrementado en condiciones de
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hiperglicemia como lo es la nefropatia diabética [60].

Los estudios epidemiolégicos que han relacionado el consumo de
edulcorantes (en forma de bebidas dulces o carbonatadas) con la
enfermedad renal en humanos arrojan resultados conflictivos. Se ha
reportado una correlacion positiva entre el consumo de edulcorantes y la
enfermedad renal, pero pocos estudios reportan resultados estadisticamente
significativos debido a que en ocasiones no se toma en cuenta el estilo de
vida o el efecto de otros componentes dietarios [14]. Estudios
epidemiologicos realizados en la poblacion americana durante 23 anos,
relacionan el consumo de bebidas endulzadas con edulcorantes no nutritivos
y el desarrollo de enfermedad renal en etapa terminal [61]. EI consumo de
dos o mas bebidas al dia endulzadas con sacarosa, se ha asociado
significativamente con microalbuminuria [62], y el consumo de bebidas
endulzadas con edulcorantes no nutritivos se asocia a un incremento de

pérdida de la funcion renal en mujeres [63].

De acuerdo a lo anterior, el estudio de los efectos de los edulcorantes
naturales o artificiales afadidos a la dieta, compuestos que son
metabolicamente activos y pueden actuar de manera diferencial sobre la
respuesta inflamatoria, la respuesta antioxidante y su impacto sobre tejidos
como el rifidn, ayudara a entender los mecanismos que se activan en los

tejidos y hacer una recomendacion apropiada para su uso.
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Il. JUSTIFICACION

Los edulcorantes pueden actuar de manera diferencial sobre la
respuesta inflamatoria y la respuesta antioxidante en el rifion. Su estudio
ayudara a entender los mecanismos que se activan en los tejidos por su
consumo y mas adelante poder hacer una recomendacion apropiada para su

uso.

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una gran confusion en la literatura cientifica acerca de si algunos
tipos de edulcorantes ya sea naturales o artificiales pueden tener un efecto
benéfico o perjudicial para el organismo. Se ha asociado el consumo de
algunos edulcorantes naturales como la glucosa y fructosa con un mayor
dafio renal, por otro lado edulcorantes naturales como los glucésidos de
esteviol, tienen un efecto benéfico o nulo sobre el dano tisular. Por lo que es
de gran importancia evaluar el efecto de los diferentes tipos de edulcorantes
sobre el rifibn y obtener mayor evidencia sobre su efecto en la salud para

beneficio de los consumidores.
IV. HIPOTESIS

El consumo de edulcorantes impactara de manera diferencial sobre

parametros de inflamacion y la respuesta antioxidante en el rifion.
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V. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del consumo de edulcorantes naturales y

artificiales en el rindn en un modelo animal de obesidad inducida por dieta

VI. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Estudiar el consumo de edulcorantes naturales y artificiales sobre la
ganancia de peso y la composicion corporal en un modelo murino con
obesidad inducida por dieta utilizando ratas de la cepa Wistar
2. Evaluar la concentracion sérica de creatinina, BUN y KIM-1 en tejido renal
como marcadores de dafo.
3. Determinar el efecto del consumo de edulcorantes naturales y artificiales
en el rindn sobre la activacion del receptor TLR4, sobre la abundancia de
marcadores inflamatorios como NF-kB, la expresion de IL-18 e IL-6, vy
especies reactivas en tejido.
4. Evaluar el efecto del consumo de edulcorantes naturales y artificiales
sobre la respuesta antioxidante en rindbn mediante Nrf2 y la expresion de
enzimas antioxidantes
5. Determinar el efecto del consumo de edulcorantes naturales y artificiales
en el rindn sobre la expresion de los factores de transcripcion SREBP-1c y
ChREBP, moléculas relacionadas al metabolismo de lipidos e hidratos de
carbono.
6. Evaluar los cambios a nivel de estructura renal mediante el analisis

histologico.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Modelo experimental: Ratas macho de cepa Wistar n=6 por grupo. Las

ratas utilizadas tenian una edad inicial de 3-4 semanas con un peso de 180-
226 gr.

Diagrama 4. Disefio experimental
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7.2 Composicion de la dieta solida: el grupo control consumié una dieta
basada en los lineamientos de la AIN-93 que no contiene grasa saturada [64]
y se administré una dieta alta en grasa (HFD) con la composicién que se

muestra a continuacion (Tabla 1):

Tabla 1. Composicion de la las dietas control y alta en grasa saturada

AIN-93M HFD
Ingredientes % %
Caseina 14 24
L-Cistina 0.30 0.30
Almidon 45.01 24.75
Maltodextrina 16.94 10.5
Sacarosa 10 4.7
Aceite de soya 4 7
Celulosa 5 5
Minerales 3.5 3.5
Vitaminas 1 1
Colina 0.25 0.25
Manteca de cerdo 0 19
TBHQ 0.0014 0.0014

7.3 Composicion del agua de bebida: se administraron los edulcorantes de
origen natural o artificial en el agua de bebida en una concentracion al 1.5%
(sucralosa), 2.5% (GE: glucosidos de esteviol) y 10% (sacarosa, fructosa,
glucosa, mascabado, miel, Svetia®). El grupo control y el grupo que

consumio HFD consumieron agua simple.

7.4 Ganancia de peso y composicién corporal: los animales recibieron el
tratamiento durante 4 meses, durante los cuales se realizo el registro del
peso corporal y el consumo de alimento, dos veces por semana. Utilizando

ITM

resonancia magnética nuclear (EchoMRI'™) se analiz6 la composicidon

corporal cada dos semanas.
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7.5 Sacrificio: se realizd a los 4 meses de tratamiento bajo anestesia con
sevofluorano para la obtencion del tejido renal. El tejido se congelo

inmediatamente en nitrogeno liquido y se almaceno a -70 °C.

7.6 Extraccion de proteinas: la extraccion de proteinas totales del riidn se
realizé de acuerdo al protocolo establecido en el laboratorio de acuerdo a lo
siguiente:

A) Extraccién de proteinas totales

Se realizé mediante la homogenizacién de 300 mg de tejido almacenado a -70°C
con 300 mL de buffer de lisis celular RIPA (Tabla 2) en una relacién 1:1. Se
homogenizaron las muestras y se colocaron en agitacion a 4°C por 40 minutos. Se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 min a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante, se
homogenizé y se almacend a -70°C.

Tabla 2. Composiciéon de buffer de lisis RIPA sin activar

10 mL buffer de lisis RIPA
PBS 1x 9.9 mL
NP-40 al 1.0% 0.1 mL
Deoxicolato de sodio al 0.5% 0.05¢
SDS al 0.1% 0.01g
Azida de sodio al 0.006% 0.0006 g

Al buffer de lisis RIPA, se afiade: una pastilla de inhibidores (complete mini), 100 uL
NaF 100 mM, 200 uL NazVO,4 100 mM/10 mL, previo a la homogenizacién del tejido.

B) Extraccion de proteinas citoplasmaticas y nucleares

Se homogenizaron 100 mg de tejido con buffer de lisis hipoténico 1x (Tabla 2). Se
centrifugd a 10 000 g por 20 minutos y el sobrenadante obtenido se almacen6 como
la fraccion citoplasmatica -70°C. Al precipitado se le afadieron 147 uL de buffer de
extracciéon (Tabla 3), 1.5 uL de DTT 0.1 M, 1.5 uL de inhibidor de proteasas. Se
homogenizé y se mezcldé suavamente durante 30 minutos. La muestra se centrifugd
por 5 minutos a 20 000 g y el sobrenadante se almacend como la fraccién nuclear -
70°C.

Tabla 3. Composicion reactivos para extraccion citoplasmatica-nuclear

Buffer lisis hipotonico 10x Buffer de extraccion

(10 mL) (15 mL)

100 mM HEPES pH 7.9 20 mM HEPES pH 7.9
15 mM MgCl, 1.5 mM MgCl,

100 mM KCI 0.42 M NacCl
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0.2 mM EDTA

25% (V/V) Glicerol

C) Cuantificacion de proteinas

Utilizando el extracto de proteinas totales, citoplasmaticas o nucleares; se
cuantificaron mediante el ensayo de Lowry (Bio-Rad). Realizando la lectura a 750
nm vy utilizando una curva de albumina como standard de concentraciones 0-1
mg/mL.

7.7 Western blot: se analizaron las proteinas de MyD88, Nrf2, p-IKK, TLR4 y
NF-kB utilizando anticuerpos especificos.

A) Western Blot

La proteina de “pools” de tejido renal se detect6 a través de electroforesis en SDS-
PAGE vy transferencia a membranas de PVDF. Las membranas de PVDF se
bloquearon con leche de bloqueo al 5% (Bio-Rad, Hercules CA, USA) por 60
minutos a temperatura ambiente e incubados a 4°C con los siguientes anticuerpos y
concentraciones (Tabla 4):

Tabla 4: Anticuerpos y concentraciones utilizadas

Anticuerpos No. Catalogo Concentracién
Actina sc-1615 1:5000
Keap1 sc-33569 1:2500
Lamina sc-6216 1:2000
MyD88 sc-74532 1:3000
NF-kB p65 sc-372 1:2000
Nrf2 sc-722 1:2000
p-IKK o/} sc-23470 1:2500
TLR-4 sc-293072 1:10 000

Las membranas se incubaron con anticuerpo secundario anti-conejo, anti-cabra o
anti-raton conjugados con peroxidasa en una concentracion 1 : 3 500. Se utilizd
actina (1 : 5000) para normalizar la carga de proteina en el andlisis densitométrico
de las bandas reveladas por los diferentes anticuerpos. Las imagenes se analizaron
con el equipo ChemiDocTM XRS y con el software System Image LabTM Software
(Bio-Rad, Hercules, CA). Los ensayos se realizaron por triplicado en experimentos
independientes.

7.8 RT-PCR: Se extrajo el RNA, se realizo la retrotranscripcion, mediante
PCR en tiempo real se determiné la expresion de los RNAm de las citocinas
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inflamatorias IL-18 e IL-6, enzimas antioxidantes y moléculas involucradas en
el metabolismo de lipidos.

A) Extraccion del RNA

Se homogenizaron 100 mg de tejido con 1 mL de TRIzol, de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Se anadieron 200 uL de cloroformo 100% a cada
muestra y se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se recupero
y se afadié isopropanol en una proporcion 1:1, se mezcld por inversidén y se incubo
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las muestras a 14 000
rom durante 15 minutos a 4°C y se deseché el sobrenadante por inversion. Se
afiadid 1 mL de etanol frio al 75% y se centrifugé a 14 000 rpm durante 10 minutos a
4°C y se desechd el sobrenadante por inversion, permitiendo que el precipitado se
secara durante una hora aproximadamente. El precipitado se resuspendié en agua
libre de exonucleasas y endonucleasas (Sigma-Aldrich), se incub6 a 65°C por 5
minutos. Se cuantificd la abundancia de RNA de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (NanoDrop 2000, ThermoScientific).

B) Retrotranscripcion

Se realiz6 la retrotranscripcion de las muestras en una concentraciéon de 3 000 ng
de RNA en 7 uL. La mezcla de reaccion con un volumen final de 20 uL (Tabla 5). En
el termociclador (Bio-Rad Mycycler™ 170-9701) se realizaron los siguientes ciclos
para la RT (42°C por 70 minutos, 94°C por 5 minutos y enfriamiento a 4°C)

Tabla 5. Composicién de la mezcla de reaccion RT

uL/muestra
Buffer 5x 4.0
dNTP’s 2 mM 4.0
Oligo DT 1/5 2.0
DTT 2.0
Inhibidor de RNAsas 0.5
Enzima RT 0.5

C) PCR en tiempo real

La abundancia de RNAm se midi6 por PCR cuantitativo en tiempo real utilizando
sondas de Tagman (Tabla 6), utilizando ciclofilina y HPRT como referencia de
normalizacion (Roche-Light Cycler 480 Instrument I1).

Tabla 6. Primers utilizados en el PCR en tiempo real

Sondas TagMan

IL-18 Rn00580432_m1

IL-6 Rn00561420_m1
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Catalasa (Cat) Rn00560930_m1
Glutatién peroxidasa (Gpx) Rn00577994_m1
Glutatién reductasa (Gsr) Rn00588153_m1
Superéxido dismutasa 1 (SOD1) Rn00566938 m1
Superéxido dismutasa 2 (SOD2) Rn99999088 g1
SREBP-1c Rn01495769 _m1
ChREBP Rn00591943_m1
ACC a Rn00573474_m1
HPRT Rn01527840_m1
Ciclofilina Rn00690933_m1

7.9 Analisis histolégico: se proceso el tejido renal mediante fijacion,
deshidratacion y su inclusion en parafina. En los cortes se visualizd la
integridad de la estructura renal con tincion de hematoxilina y eosina (H&E)
[65] utilizando el microscopio Leica DM750 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las
caracteristicas consideradas incluyeron cambios en el espacio de la capsula
de Bowman, morfologia celular, cambios en la luz tubular, la conservacién de
la estructura celular en el endotelio tubular y la morfologia glomerular.

El analisis de dafo renal consistié en determinar el porcentaje (%) de dafo
mediante el promedio de 10 imagenes (5 corteza y 5 de médula renal) por
roedor. Los resultados se muestran como el porcentaje promedio por grupo
con su respectivo analisis estadistico. Para determinar el dafo se utilizé la

siguiente formula, y el valor obtenido se convirtié a porcentaje:

Area tubular de dafio = (Area total — (Glomérulo + luz tubular + espacio intersticial))

— Dafo renal

7.10 Analisis de funcion renal: en suero se cuantificd urea y creatinina, en
tejido se analizo KIM-1 mediante ensayo de ELISA.

A) KIM-1: Se midi6 KIM-1 en tejido renal de acuerdo a las instrucciones del
fabricante con Rat KIM-1 TIM-1 ELISA Kit (ab119597), (Abcam, Cambridge, UK) y
se realiz¢ la lectura a 450 nm.

B) Creatinina y BUN: la creatinina y el BUN sérico se determinaron mediante

espectrofotometria con el equipo COBAS c111 de acuerdo a las instrucciones del
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fabricante (Roche, Suiza).

7.11 Analisis de estrés oxidativo: ERO y actividad antioxidante

A) ERO en tejido: para la deteccién intracelular de ERO se colocaron 300 yL
del tejido renal homogeneizado y 100 pL de diacetato de 2'7-
diclorodihidrofluoresceina (DC-FDA 5 mM: molécula fluorescente). Lo anterior se
incub6 a 37°C durante una hora. La intensidad de fluorescencia se cuantifico en un
espectrofluorometro Biotek Sinergy HT (Biotek, VA) a emisién de 525 nm vy
excitacion de 495 nm.

B) Actividad antioxidante de las bebidas administradas: se determiné mediante
el método ORAC (capacidad de absorbancia de los radicales de oxigeno). Utilizando
las bebidas administradas a los animales con los edulcorantes en las
concentraciones especificadas, se colocaron 25 yL de muestra + 150 pL de
fluoresceina (40 nM) + 25 yL de AAPH (150 mM). Durante 90 min se obtuvieron las
mediciones en el espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT (Biotek, VA) a longitudes

de excitacion de 485 nm y de emisién de 520 nm.

7.12 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se presentan
como el promedio * desviacidon estandar para todos los experimentos,
excepto los ensayos de Western Blot que se muestran en unidades relativas
como el promedio + error estandar de la media. El analisis densitométrico de
la inmunotransferencia de proteina y el analisis histologico de dafio renal se

realizé con el Software ImagedJ (NIH).

Los datos se evaluaron con el analisis de varianza de una via (ANOVA) y
analisis post-hoc de Bonferroni, utilizando el software de Graphpad Prism 6
(San Diego, CA). La significancia corresponde a un valor de p<0.05 y en las
graficas las letras a>b>c>d>e>f>g iguales o compartidas entre grupos
indican que no hay diferencia significativa, mientras que las letras diferentes
indican una diferencia con p<0.05.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Una dieta alta en grasa saturada anadida con 10% de sacarosa
promueve la mayor ganancia de peso y el mayor porcentaje de grasa
corporal

Para analizar el efecto del consumo de edulcorantes sobre el rifidén, se
alimentaron a ratas Wistar con una dieta control (AIN-93) o una dieta alta en
grasa (HFD) y en el agua de bebida se adicionaron los diferentes
edulcorantes. Este tratamiento se administré durante 4 meses y durante este
periodo, se registro la ganancia de peso y se evaluo la composicion corporal.

La figura 1A muestra que el grupo que consumido HFD+Sacarosa
presento la mayor ganancia de peso corporal, mientras que los grupos que
consumieron los edulcorantes no nutritivos (HFD+GE y HFD+Sucralosa)
presentaron un peso corporal muy similar al grupo control. Hay que aclarar
que durante los primeros 14 dias de tratamiento, ambos grupos estaban
consumiendo edulcorantes a una concentracion del 10%, sin embargo, la alta
concentracion de dulzor provoco una disminucién en el consumo del agua de
bebida, por lo que se ajustaron las dosis de GE al 2.5% y la de sucralosa al
1.5%. Estas dosis se mantuvieron hasta la conclusion del experimento (4
meses).

Debido a que la ganancia de peso puede resultar del incremento en
masa magra o masa grasa fue necesario evaluar la composicién corporal. En
la figura 1B podemos observar que el grupo que consumié HFD+Sacarosa
tuvo el mayor porcentaje de masa grasa, mientras que HFD+Sucralosa tuvo
el menor porcentaje de masa grasa, que coincide con la menor ganancia de
peso mostrado en la figura 1A. En la figura 1C podemos observar el
comportamiento inverso, en donde se muestra el porcentaje de masa magra.

Estos datos muestran que, un edulcorante nutritivo como el grupo
HFD+Sacarosa promueve la mayor ganancia de peso corporal y el mayor
porcentaje de masa grasa. Por lo contrario, un edulcorante no nutritivo como
HFD+Sucralosa presenta la menor ganancia de peso corporal y el menor
porcentaje de masa grasa.
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media + DE.
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8.2 Una dieta alta en grasa saturada adicionada con sucralosa

promueve el dano renal

Los resultados de la figura 1 sugieren que la sucralosa podria ser un
edulcorante adecuado por lo tanto se analizé la relacién entre un mayor
porcentaje de masa grasa y el dafio renal determinado mediante parametros
séricos o por la expresion de KIM-1.

La figura 2A muestra que los grupos que consumieron HFD+Sucralosa
o HFD+Fructosa presentan niveles elevados de creatinina sérica a
comparacion con los del grupo control. En la figura 2B, en donde se
muestran los valores de BUN, sdélo el grupo HFD+Sucralosa esta
significativamente incrementado. Debido a que tanto la creatinina como el
BUN pueden verse alterados por diversos factores como la dieta, la actividad
fisica y el grado de hidratacion, se determiné la expresion de KIM-1 (Figura
2C). Se encontr6 que los grupos que consumieron HFD+Agua,
HFD+Sacarosa, HFD+Glucosa, HFD+GE, HFD+Svetia®, HFD+Miel vy
HFD+Sucralosa mostraron un incremento de KIM-1 en comparacion con el
grupo control, lo que mostré que la dieta HFD en combinacién con éstos
edulcorantes promueve la expresion de KIM-1 en el rifion.

Debido a que los tres parametros (creatinina, BUN y KIM-1) se
encuentran incrementados en el grupo HFD+Sucralosa, podemos sugerir que
HFD+Sucralosa promueve la mayor expresiéon de moléculas caracterizadas

como marcadores de dafno renal.
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Figura 2. Parametros séricos de creatinina, BUN y KIM-1 en tejido renal. (A) Valores
séricos de creatinina (mg/dL) (B) Valores séricos de BUN (mg/dL) (C) KIM-1 en
tejido (pg KIM-1/mg proteina) determinado por ELISA. El analisis estadistico se hizo
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indican como a>b>c>d>e>f>g con una p<0.05.
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8.3 Una dieta alta en grasa adicionada con sucralosa o sacarosa
promueve mayor expresion de parametros de la via inflamatoria de los
TLR’s

Los resultados anteriores que sugerian posible dafio renal en la dieta
adicionada de sucralosa nos llevaron al analisis de parametros inflamatorios
en el rindn, particularmente en la via de los TLR’s que se ha reportado activa
en el dafo renal. Mediante analisis de Western blot, se determiné la
expresion relativa de TLR4 (figura 3A). ElI grupo que consumio
HFD+Sucralosa se encontrd significativamente incrementado, mientras que
los niveles de la proteina MyD88 (proteina adaptadora en la via de
sefializacion de los TLR’s), se encontro significativamente incrementada en
los grupos que consumieron HFD+Agua, HFD+Fructosa, HFD+Svetia® vy
HFD+Miel (figura 3B).

Para evaluar la expresion relativa de NF-kB, se obtuvo la fraccién
nuclear para determinar por Western blot los niveles de su expresion. La
figura 3C, muestra en el grupo que consumié HFD+Sucralosa una mayor
expresion relativa de NF-kB, sugiriendo en este grupo una mayor inflamacion
debida a la activacion de la via de TLR4. En la fraccidén citoplasmatica, la
proteina p-IKK (cinasa que regula la cascada de sefalizacion de NF-kB), se
encontr6 incrementada en el grupo que consumio HFD+Sacarosa (figura 3D).

Estos resultados muestran que la dieta con HFD+Sucralosa incrementé
significativamente los niveles de TLR4 y NF-kB, sugiriendo su participacion
como mediadoras del dafio renal mostrado en la figura 2.
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a>b>c con una p<0.05.
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Para corroborar esta posibilidad, se evaluaron los niveles de dos de las
citocinas inflamatorias reguladas en la via de sefializaciéon de NF-kB.

Se cuantifico la expresion relativa del RNAm de las citocinas IL-13 e IL-
6 y ambas se encontraron incrementadas en el grupo que consumio
HFD+Agua. Mientras que la IL-6 se encontr6 disminuida en el grupo que
consumié HFD+Fructosa (figura 4A y 4B). Sorprendentemente, el grupo que
consumié HFD+Sucralosa no mostré un incremento en las citocinas
inflamatorias.

Las ERO actuan como segundos mensajeros de la respuesta inmune
celular y en grandes concentraciones pueden incrementar la respuesta
inflamatoria, dafiando los tejidos [13]. En la cuantificacion de éstas moléculas
en tejido renal (figura 4C), el grupo HFD+Sacarosa mostré un incremento
significativo a comparacién del grupo control. El grupo que consumio
HFD+Sucralosa no presentd una mayor cantidad de ERO en tejido renal.

La dieta alta en grasa promueve un incremento en la expresion de las
citocinas inflamatorias. Si la dieta alta en grasa es administrada en
combinacion con sacarosa incrementa las ERO intracelulares, que participan

en el dafno a la estructura renal.
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una n=6 por grupo. Las barras de error indican media + DE, las diferencias se
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8.4 La miel, el mascabado y los GE son los edulcorantes con mayor

actividad antioxidante

Los resultados anteriores indican que era necesario evaluar la
respuesta antioxidante y la actividad antioxidante de las bebidas con
edulcorantes administradas en el modelo experimental, para conocer la
contribucion de las mismas a la expresion de ERO en tejido renal y a la
inflamacion.

Tras el analisis de los parametros inflamatorios, se analiz6 la respuesta
antioxidante celular analizando la expresion relativa del factor de
transcripcion Nrf2 mediante el analisis por Western blot del extracto nuclear
de la proteina (figura 5A).

El grupo HFD+Sucralosa incremento significativamente la expresion de

Nrf2 a comparacion del control, mientras que el analisis del regulador
citoplasmatico de Nrf2, Keap1, se encuentra disminuido en los grupos que
consumieron HFD+Agua, HFD+Fructosa, HFD+Mascabado, HFD+Svetia® y
HFD+Miel (figura 5B).
La actividad antioxidante de las bebidas con edulcorantes se determiné
mediante el método ORAC (figura 5C). La miel, el azucar mascabado y los
GE tuvieron la mayor actividad antioxidante (>500 equivalentes trolox
pmoles/mL), mientras que la sucralosa y Svetia® tuvieron la menor actividad
antioxidante (40 equivalentes trolox umoles/mL).

Estos resultados muestran que edulcorantes naturales como la miel, el
azucar mascabado y los GE tienen una mayor actividad antioxidante,
sugiriendo su contribucion para la prevencidon de la inflamacion y el dano
renal. A pesar de que la sucralosa tiene la minima actividad antioxidante,

incrementa la expresién del factor de transcripcion Nrf2.
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Considerando el incremento de la expresion de Nrf2, se cuantifico la
expresion relativa de los RNAm de cinco enzimas antioxidantes, debido a
que éste factor de transcripcidon promueve la transcripcion de los genes que
codifican para enzimas involucradas en la respuesta antioxidante celular.

En las figuras 6A y 6B se puede observar que los grupos que
consumieron HFD+GE, HFD+Svetia® y HFD+Sucralosa mostraron una
menor expresion de SOD1 y SOD2. Un comportamiento similar se observo
para la glutation reductasa (GSR) y glutation peroxidasa (GPX) (figuras 6C y
6D). La catalasa mostré un incremento en el grupo HFD+Sucralosa, (figura
6E). Este aumento podria estar posiblemente relacionado con el incremento
de Nrf2 en el mismo grupo.

Estos resultados muestran que edulcorantes naturales con una gran
actividad antioxidante como los GE causan una disminucion en la expresion
de las cinco enzimas antioxidantes, posiblemente por su gran capacidad

antioxidante exogena, y contribuyen a la disminucion del dafio renal.
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Figura 6. Enzimas antioxidantes. Expresion relativa de RNAm de (A) SOD1:
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8.5 ElI consumo de edulcorantes modifica diferencialmente el

metabolismo de lipidos

Como se ha demostrado que la administracion de una dieta alta en
grasa impacta sobre el metabolismo, en este estudio se contrasto el efecto
de diferentes edulcorantes con el metabolismo de lipidos e hidratos de
carbono en el rindn. Se midieron factores de transcripcion involucrados como
marcadores de lipogénesis como SREBP-1c y la enzima ACC.

Los diferentes tratamientos mostraron incrementos en la expresion
relativa de SREBP-1c y ACC a para los grupos que consumieron
HFD+Sucralosa y HFD+Fructosa (figura 7A y 7C). La expresion de SREBP-
1c también incrementé con el consumo de una dieta HFD+Sacarosa. El
metabolismo de hidratos de carbono se ve modificado con la disminucion de
ChREBP en los grupos que consumieron HFD+GE y HFD+Svetia® (figura
7B).

El tratamiento con edulcorantes naturales como HFD+Sacarosa,
HFD+Fructosa y edulcorantes artificiales como HFD+Sucralosa, promueven
un incremento en las moléculas asociadas al metabolismo de lipidos e
hidratos de carbono, incrementando la acumulacién de lipidos en la

estructural renal y favoreciendo el dafo.
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Figura 7. Moléculas involucradas en el metabolismo de lipidos e hidratos de
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se indican como a>b>c con una p<0.05.
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8.6 El consumo de edulcorantes con menor actividad antioxidante

causa un mayor dafo renal

Para evaluar el dafo en la estructura renal, se realiz6 el analisis
histologico mediante tincion con hematoxilina y eosina. La figura 8A muestra
imagenes representativas de la corteza renal de los rifiones de los animales
de los diferentes grupos. El dafio se analiz6 comparando cambios en el
espacio de la capsula de Bowman, morfologia celular, cambios en la luz
tubular, la conservacién de la estructura celular en el endotelio tubular y
morfologia glomerular; entre el grupo control y los grupos experimentales
observando

La cuantificacion del dafo renal (figura 8B), mostré que los
edulcorantes nutritivos como la sacarosa, la fructosa, la glucosa y Svetia® en
combinacion con una dieta alta en grasa producen un dafo
significativamente mayor al tejido renal en comparacion con el grupo control.
El mayor dafo (37.2%) ocurrié con una dieta alta en grasa en combinacion
con sucralosa.

Estos resultados corroboran que tratamientos con edulcorantes
naturales que tienen una mayor actividad antioxidante como son el
mascabado, los GE y la miel; causaron el menor dafio tisular, en ciertos

casos comparable con el dafio observado en el grupo control.
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El analisis estadistico se hizo con una n=6 por grupo. Las barras de error indican
media £ DE, las diferencias se indican como a>b>c>d con una p<0.05.
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IX. DISCUSION

El consumo de edulcorantes se encuentra ampliamente distribuido en la
poblacion mundial, particularmente en poblaciones con sobrepeso u
obesidad. Los estudios sobre los efectos de los edulcorantes en el organismo
son contradictorios y en muchos de ellos no se hacen comparaciones con
otros edulcorantes ampliamente utilizados como son el mascabado o la miel
[24]. Ademas no se reportan datos sobre los efectos causados por los
edulcorantes sobre 6rganos vitales poco estudiados como el rifidn. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de los
edulcorantes naturales y artificiales sobre parametros inflamatorios vy

antioxidantes, en el rindn.

Nuestros resultados mostraron que el consumo de HFD+Sacarosa
promueve la mayor ganancia de peso, acompafiada de la mayor ganancia de
masa grasa (>45%). La sacarosa se compone de un dimero de fructosa +
glucosa. Su consumo ha sido asociado con intolerancia a la glucosa y
modificacion de la composicién corporal [66, 67]. Estudios previos en el
Departamento de Fisiologia de la Nutricion del INCMNSZ (Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran), también reportan una
ganancia de masa grasa significativamente mayor con el consumo de
sacarosa en comparacion con el consumo de fructosa [66]. EI consumo de
edulcorantes no nutritivos como los GE y la sucralosa promueven una
ganancia de peso similar a la del grupo control. En el caso de la sucralosa,
ésta promueve la menor ganancia de masa grasa (23.4%) a pesar de que el
edulcorante se administra en combinacién con una dieta alta en grasa. El
tratamiento con los demas edulcorantes nutritivos promovioé una ganancia de

peso similar entre los grupos.
Para entender mejor estos mecanismos, se analizaron los parametros

bioquimicos relacionados a la funcion renal. Se encontré que la creatinina

sérica incremento con el consumo de HFD+Fructosa y HFD+Sucralosa. En la
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literatura se reporta mayor excrecion de creatinina con el consumo de dietas
altas en fructosa [68]. La fructosa se metaboliza de manera distinta a la
glucosa, generando acido urico, por lo que se asocia con cambios
metabdlicos inflamatorios y la progresion del dafio renal [69]. La sucralosa es
un edulcorante que tiene un dulzor de 380 a 650 veces mas alto que la
sacarosa. No aporta energia debido a que no es metabolizable por tener tres
sustituciones en los grupos -OH por cloro. Es uno de los principales
edulcorantes utilizados por la industria de alimentos y los resultados sobre
sus efectos fisiologicos son conflictivos [70]. En la literatura se reporta que
las células renales modifican su morfologia en presencia de sucralosa
administrada en concentraciones de 50 mM por 72 hrs [71], por lo que se
piensa que la sucralosa podria afectar la estructura del riidn y por lo tanto su
funcién. Nuestros resultados muestran modificaciones en los niveles de
creatinina sérica y BUN ademas de un incremento en los niveles de la
molécula de dafio renal KIM-1. Indicando que la dieta alta en grasa
adicionada con sucralosa constituye una combinacion perjudicial para la
estructura y funcionamiento normal del rindbn y ademas produce alteraciones
metabdlicas como el incremento de moléculas inflamatorias. Sin embargo,
para confirmar el efecto de la sucralosa sera necesario analizar los
mecanismos involucrados ya que la sucralosa es un edulcorante no

absorbible.

Los niveles de KIM-1 también incrementaron por el consumo de una
dieta alta en grasa sin edulcorantes, ésta dieta provoca cambios sobre la
estructura del rindn como la disminucién en el espacio de la capsula de
Bowman y modificaciones en la morfologia tubular. Se ha reportado que el
consumo de una dieta alta en grasa produce atrofia del glomérulo, mayor
volumen renal y engrosamiento de la membrana basal [72]. Nuestros datos
indican que KIM-1 incrementdé con los tratamientos de HFD+Sacarosa,
HFD+Glucosa, HFD+GE, HFD+Svetia® y HFD+Miel. También se ha
reportado que KIM-1 aumenta en las células tubulares proximales de
humano en presencia de albumina glicada [73]. Los productos de glicaciéon
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avanzada, como la albumina glicada, se forman en ambientes con estrés
oxidativo y alteran la estructura y funcion de las proteinas. Su acumulacion
provoca dafo al endotelio vascular y contribuye a la falla renal [74]. En
nuestro estudio no se utilizé un control con dieta normal de modo que se
debe considerar la contribucién de la dieta alta en grasa al dafio renal para
obtener datos conclusivos. Sin embargo nuestros datos indican que la dieta
HFD+Fructosa y la dieta HFD+Mascabado no indujeron diferencias
significativas en la expresion de KIM-1.

TLR4 es un receptor involucrado en la progresion de la inflamacién y el
dafo renal, mediante la sefalizacibn en la que participa el factor de
transcripcion NF-kB, que regula la expresion de citocinas inflamatorias. De
nuestro analisis de los marcadores de dafio en el rifidn, podria esperarse que
el grupo con la dieta HFD+Sucralosa tuviera el mayor incremento de las
moléculas que participan en una respuesta inflamatoria. Se encontré que
TLR4 y NF-kB incrementaron significativamente con esta dieta, sugiriendo la
activacion de la sefalizacion de ésta via. Adicionalmente MyD88, la proteina
adaptadora en la via de NF-kB, se encontré incrementada en los
tratamientos HFD+Agua, HFD+Fructosa, HFD+Svetia® y HFD+Miel. Este
resultado sugiere la activacion de los TLR’s y debera corroborarse utilizando
p-MyD88 que es la forma activa de MyD88 para analizar la activacion de la
via. Continuando rio abajo de la via se encontré que respecto a las citocinas
inflamatorias IL-13 e IL-6, el grupo HFD+Agua mostré la mayor expresion
relativa de ambas citocinas. Otros estudios han reportado el incremento de

citocinas inflamatorias cuando se consume una dieta alta en grasa [75].

Las ERO son moléculas que se producen fisiolégicamente e
incrementan en respuesta a dietas altas en lipidos e hidratos de carbono y al
ambiente inflamatorio [3]. En la literatura se describe que la hiperglicemia

induce ERO intracelulares mediante la via que involucra a PKC en rifidn,
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contribuyendo a la progresion de la nefropatia diabética. Los productos de
glicacion avanzada, también presentes en condiciones de hiperglicemia,
contribuyen a la induccion de ERO [76]. Nosotros encontramos que el grupo
que consumié HFD+Sacarosa mostr6 una incremento significativo a

comparacion del control en cuanto a expresion de ERO.

Por lo anterior, se midio la respuesta antioxidante celular utilizando Nrf2.
Nrf2 incrementd significativamente en el grupo HFD+Sucralosa, aunque no
sabemos si la sucralosa induce de manera directa la activacion del factor de
transcripcion. La mayor actividad de Nrf2 estda relacionada con
modificaciones en la expresion de las enzimas antioxidantes. En el caso de
HFD+Sucralosa los resultados indican un incremento significativo en la
expresion de catalasa, enzima involucrada en la conversion del peréxido de
hidrogeno a agua y oxigeno. Esta reportado que la expresion de SOD1 vy
SOD2, encargadas de la formacién de peréxido de hidrogeno y oxigeno;
GSH y GPX involucradas en el metabolismo de glutation, el antioxidante
celular mas importante en el organismo [77]; y que éstas moléculas sufren
modificaciones de acuerdo al edulcorante administrado.

En nuestros resultados, puede observarse un patrén entre la expresion
de éstas enzimas con los grupos que consumieron HFD+GE, HFD+Svetia® y
HFD+Miel. Esto puede deberse al origen de estos edulcorantes, que son
naturales y provienen de plantas cuyas propiedades antioxidantes se han
descrito. En el caso de los GE, extracto de la planta Stevia rebaudiana, éste
posee componentes fitoquimicos y un gran contenido de antioxidantes
(fenoles 91 mg/g). Su intensidad de dulzor es 300 veces mayor que la
sacarosa pero como no se absorbe, no aporta energia; tienen propiedades
anticariogénicas, anti-inflamatorias e hipoglucemiantes [78, 79].

Svetia® es una de las marcas comerciales ofrecidas en el mercado que
contiene glucésidos de esteviol + dextrosa. La dextrosa se utiliza como
aditivo para dar volumen y para disminuir el sabor amargo inherente de los

glucosidos de esteviol. A pesar de comercializarse como un edulcorante no
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nutritivo, un gramo de producto aporta 4 Kcal [80], la misma cantidad que un
gramo de hidratos de carbono. Por la adicién de dextrosa se esperaria que el
consumo de HFD+ Svetia® resultara en un perfil inflamatorio y antioxidante
similar al grupo que consumié HFD+Glucosa. Sin embargo, los resultados
indican un menor dafo renal, por lo que parece ser que su contenido de
glucosidos de esteviol mejora los parametros inflamatorios y antioxidantes.

La miel es un edulcorante que al igual que la sacarosa y el mascabado,
se compone de glucosa y fructosa, pero con menores concentraciones de
glucosa (31%), fructosa (38.5%), sacarosa (3.8%) y maltosa (2.8%). Debido a
su origen natural posee aminoacidos, vitaminas, minerales, flavonoides y
fenoles [81, 82]. Posee un pH bajo que puede impactar sobre la composicion
de la microbiota intestinal, y contiene peroxido de hidrégeno que actua como
agente antimicrobiano [83]. En la literatura, ratas alimentadas con miel
presentan modificaciones en las enzimas antioxidantes, incluyendo una
disminucién no significativa en la enzima SOD [84].

Por lo anterior, se determind la actividad antioxidante de los
edulcorantes utilizados en el modelo experimental. Los resultados muestran
que los 3 edulcorantes con mayor actividad antioxidante son la miel, el
mascabado y los GE; y contienen mas de 500 equivalentes trolox
(umoles/mL). Como referencia de comparacion, el té verde posee una
actividad antioxidante de aproximadamente 1300 equivalentes [85]. En los
resultados también se aprecid que la actividad antioxidante de Svetia®
disminuye considerablemente con su industrializacion, aproximadamente a
40 equivalentes trolox (umoles/mL), muy similar a la sucralosa. Con estos
resultados es posible relacionar el patrén inflamatorio con la actividad
antioxidante: la sucralosa que tiene la menor actividad antioxidante presenta
el mayor numero de marcadores inflamatorios; mientras que los edulcorantes
con mayor actividad antioxidante presentan muy bajos valores de
marcadores inflamatorios, aunque no inducen mayor actividad de Nrf2. Este
mecanismo podria sugerir una disminucion en la actividad endégena de Nrf2

debido a la presencia exdgena de antioxidantes, esta sugerencia queda
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abierta para futuros estudios.

Debido a que se administra una dieta alta en grasa a nuestro modelo
experimental, se evalué también el metabolismo de lipidos e hidratos de
carbono a nivel renal. SREBP-1c es un factor de transcripcién involucrado en
la lipogénesis que se ha reportado incrementado en dietas altas en grasa
con adicion de sacarosa [66]. En nuestro estudio, encontramos un
incremento en su expresion relativa en los grupos que consumieron
HFD+Sacarosa, HFD+Fructosa y HFD+Sucralosa. ChREBP esta involucrado
en el metabolismo de hidratos de carbono, incrementa en particular con la
administracion de fructosa y se ha relacionado con la resistencia a la insulina
[86]. Nuestros resultados muestran un incremento en la expresion de ésta
molécula con los edulcorantes nutritivos como sacarosa y fructosa, mientras
que los edulcorantes con gran actividad antioxidante como GE, Svetia® y
miel tuvieron una expresion menor; y HFD+Sucralosa no tuvo impacto sobre
la expresiéon de ésta molécula. Sin embargo, la expresion de ACC aq,
molécula involucrada en la sintesis de acidos grasos [87], incrementa mas de
10 veces con la sucralosa. Por lo que, a pesar de ser un edulcorante no
nutritivo y no metabolizable, esta teniendo un efecto agonista en las vias
metabdlicas relacionadas con el balance energético y que requieren mas
estudios.

Para corroborar los datos obtenidos, es necesario evaluar el dafio renal
a nivel de estructura. Esto se realizd mediante histologias en donde se
comprobd que los edulcorantes nutritivos como la sacarosa (dafo 19%),
fructosa (23.1%) y glucosa (22.8%), asi como una dieta alta en grasa
(12.2%), tienen un efecto negativo sobre la estructura renal. Aunque esto ya
ha sido reportado [67], nuestro estudio hace la comparacién directa con la
sucralosa que es el edulcorante que provoco el mayor dafio renal (37.2%).
Comparado con que los edulcorantes con mayor actividad antioxidante como
el mascabado (7.8%), los GE (11.3%) y la miel (11.5%) que causaron menor
dafno. En el caso del mascabado, el dafio fue muy similar al control. El

mascabado es el edulcorante intermediario entre las melazas y el azucar
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refinada o blanca (sacarosa), la diferencia radica en la cantidad de melazas
que posee que le aportan el color marrén. Por esta contribucion, tiene mas
antioxidantes (0.500 mmol/porcién ensayo FRAP) que el azucar refinada, y
aporta el mismo contenido energético [24]. Debido a que diversos estudios
con antioxidantes arrojan resultados conflictivos, nuestros resultados son de
los primeros en reportar que los antioxidantes o la ausencia de refinacion del
producto, ayudan a prevenir la inflamacion y el dafo renal. Cabe afadir que
Svetia®, que contiene Stevia rebaudiana, aunque tiene una capacidad
antioxidante disminuida y contiene glucosa en su formulacién, disminuye el
dafio renal en comparacién con el grupo que consumié HFD+Glucosa. De
ésta observacion surge la hipdtesis de que el tipo de antioxidante podria
actuar con efecto benéfico, y este no depende tanto de la concentracién del

mismo.
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X. CONCLUSIONES

El consumo de edulcorantes naturales y artificiales produce una
respuesta diferencial, actuando sobre diversas vias metabdlicas que
modifican los parametros inflamatorios y antioxidantes, con impacto en la
estructura renal. Esto depende del edulcorante administrado y de las

propiedades del mismo como se muestra en el diagrama 5.

Diagrama 5. Resumen grafico del estudio
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Diagrama 5. El consumo de edulcorantes con menor actividad antioxidante:
fructosa, sacarosa, glucosa, agua o sucralosa (que posee minima actividad
antioxidante pero incrementa a Nrf2) promueven la sefializacién de vias
inflamatorias involucrando a TLR4, NF-kB, la sintesis de citocinas inflamatorias,
ERO y modificacién del metabolismo de lipidos e hidratos de carbono, impactando
sobre la estructura renal. Fisiolégicamente, la célula responde a dichos estimulos
con la respuesta antioxidante mediada por Nrf2. El consumo de edulcorantes con
una gran actividad antioxidante como son el mascabado, miel, GE o Svetia® (que
posee minima actividad antioxidante pero proviene de Stevia rebaudiana) disminuye
la presencia de éstas moléculas inflamatorias previniendo el dafio a la estructura
renal.

57



El consumo de una dieta alta en grasa en combinacion con
edulcorantes no nutritivos como los GE y la sucralosa promueven una menor
ganancia de peso y menor porcentaje de masa grasa. Sin embargo, los
parametros bioquimicos de dafo se ven incrementados con el consumo de
HFD+Fructosa y HFD+Sucralosa. La molécula KIM-1, marcador de dafo
renal, se incrementa con el consumo de una dieta alta en grasa en
combinacion con los edulcorantes, excepto con el consumo de fructosa y
azucar mascabado.

Los marcadores inflamatorios TLR4 y NF-kB se ven modificados por el
consumo de edulcorantes con menor actividad antioxidante como
HFD+Sucralosa que los incrementa. HFD+Sacarosa aumenta las ERO y una
dieta alta en grasa incrementa la expresiéon de IL-13 e IL-6.

La expresion de enzimas antioxidantes y el dano a tejido renal se ven
incrementados con el consumo de edulcorantes con menor actividad
antioxidante, asi como la lipogénesis.

El consumo de HFD+Sucralosa produjo el mayor numero de
alteraciones deletéreas, mientras que el consumo de HFD+Mascabado,
HFD+GE y HFD+Miel mejoraron los parametros inflamatorios y disminuyeron

el dano renal.

Nuestros resultados sugieren el consumo de edulcorantes naturales con
mayor actividad antioxidante y menor proceso de refinamiento como el
azucar mascabado, la miel y los glucdsidos de esteviol; como auxiliares en la

prevencion del dafio renal.
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XI. PERSPECTIVAS
-Analizar en modelos animales otros edulcorantes con mayor actividad

antioxidante como melazas y piloncillo para evaluar su papel en el dafio renal
-Contrastar diferentes tipos de miel debido a que su composicion varia de
acuerdo al tipo de néctar recogido por las abejas y a su proceso de

industrializacion

-Cuantificar los productos de glicacion avanzada como marcadores de daino

renal y su modificacion ante los diferentes edulcorantes

-Determinar las moléculas antioxidantes que componen a cada edulcorante y

evaluar su actividad

- Para evaluar la activacion de los TLR’s, analizar p-MyD88 y proteinas de la

cascada de senalizacion en la via
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Xlll. ANEXOS

Durante la realizacion del presente trabajo, se realiz6 el analisis del estrés
oxidativo en el rifion relacionandolo con la microbiota intestinal en un modelo

murino que consumié una dieta alta en grasa con sacarosa o fructosa.

Se obtuvo la publicacién del siguiente articulo en el Journal Nutrients (doi:
10.3390/nu9040393).
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Ab There is wersial informaton about the adverse efoct of sucrose (S) or fructose (F)
in the development of obesity. Thus, the purpose of the study was t0 evaluate the effectof Sor F
in a high fat diet (HF) on gut micobiota and rena’ oncdattve stress. Rats were fed for four months
with cither high-fat + sucrose (HFS) or high-2at + fTuctose (FFF) or 2 control diet (C)L. Half of the
HFS or HFF groups were maintained with the same diet and the other half were switched to the
consumption of C. HFS and HFF groups ncrneased 51% and 19% body weighs, nespectively, compared
with the C group. Body fat mass, metabolic Inflenxchility. gincose intolerance, Epopolysaccharide
(LFS), insulin, renal reactive oxygen speces (ROS), malondizidehyde (MDA), Nadpfox, and Srefp-T
were significantly higher and antoxidant enzxymes and lean body mass wene significantly lower in
the HFS group with respect to the HF-F group. Change = the consumption of HFS or HFF toa C diet
ameliorated the insulin and glncose intolerance. The Sype of carbohydmate differentially modified the
microbiota composition, however, both groups SpeScantly decreased C. sutactus with nespect o the
C group. Thus, metabolic alterations with the HFS diet had 2 more detrimnental effect than HFE

Keywords: microbiota; nenal oxidative stress; sucroser fructose: obesity; LPS; rflammration

1. Introduction

Since 1980, overweight and cbesity have mone than doobied In the worldwide population [1L
In addition to the docease of physical actvity iInm a gemetically-stable population, Increased
consumption of foods with & kigh content of energy. mamiy attmbuted by sugar and 2, constitutes the
main environmental factor, contributing o this & a3 in cbesity that has reached epidemic
levels [2] Obesity is often panied by by Enesnss and, T v, dysEpidermia, which
could impact the reral structunes, Eke the gl alies, © Duting O V- fiaton and hypertension,
leading to kidney injury [3].

In recent years, the modification of gut mocobsota and activation of Inflammation pathways

kave been implicated in the development of inssin - and reral d melated to obesity [4L
Kidney discase s associated with low fiber pton and e d = inal permeability due
to a modified i inal microbi [5]- During cbessty therr 3= an inflarmmatory state and imbalance
in the gut microbiota composition (dysbiosis) Imvolving the toll-Eke receptor (TLR) family. Obesty
results in an increase of circulating Epopolysacchande (LPS) b of the disruption of the enterocyte
junctions resulting in inc d gut per ity [ Another mechanism Iwvolved in the kidney
Nutrients 2037, 9, 3905 dot 100,/ musATss wwe i com /fosrnal mtrients
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