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RESUMEN

La ingesta elevada de fructosa supone un gran peligro para la composicion de
la microbiota intestinal que cuando se ve alterada produce efectos perjudiciales sobre
la salud humana. Uno de ellos es el aumento de toxinas urémicas de origen intestinal,
en nuestro caso estudiamos el incremento de indoxil sulfato (IS) en muestras de
plasma en ratas. Para ello realizamos la determinacion de dicha toxina mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion de fluorescencia y
realizamos un analisis entre las muestras control y las muestras sometidas a una
ingesta elevada de fructosa, no encontrando diferencias significativas. Asimismo,
analizamos los niveles de creatinina en plasma por el método de Jaffé con el
autoanalizador Spin 120 ya que la ingesta de fructosa también produce disfuncion
renal, sin embargo, tampoco encontramos diferencias significativas entre los niveles
de fructosa y creatinina. Para finalizar nuestro estudio, llevamos a cabo la correlacion
entre el IS y la creatinina para entender los efectos del IS en la funcidn renal. A pesar
de no tener correlacion ni diferencias significativas, debemos de cuidar nuestra
microbiota intestinal mediante la alimentacion.

Palabras clave: microbiota intestinal, toxinas urémicas, indoxil sulfato (IS), fructosa,

creatinina, disfuncion renal.

ABSTRACT

The high intake of fructose poses a great danger to the composition of the gut
microbiota, which, when altered, produces harmful effects on human health. One of
them is the increase in uremic toxins of intestinal origin, in our case we studied the
increase of indoxyl sulfate in plasma samples in rats. For this purpose, we performed
the determination of this toxin by high-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection, and we performed an analysis between the control samples
and the samples subjected to a high intake of fructose, not finding significant
differences. Likewise, we analyzed plasma creatinine levels by the Jaffé method with
the Spin 120 autoanalyzer since fructose intake also produces renal dysfunction,
however, we also found no significant differences fructose and creatinine levels. To
conclude our study, we performed the correlation between IS and creatinine to

understand the effects of indoxyl sulfate on renal function. Despite not having any



correlation or significant differences, we must take care of our gut microbiota by

feeding.

Keywords: gut microbiota, uremic toxins, indoxyl sulfate (IS), fructose, creatinine,

renal dysfunction.
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1. INTRODUCCION

“El microbioma humano se refiere a la poblacion total de microorganismos con
sus genes y metabolitos que colonizan el cuerpo humano, incluyendo el tracto
gastrointestinal, el genitourinario, la cavidad oral, la nasofaringe, el tracto respiratorio
y la piel” (Petrosino et al., 2009).

En este caso, nos centraremos sobre la poblacion que habita en el tracto
gastrointestinal, ya que “mas del 95% de la microbiota humana se localiza en él”, a
pesar de que la distribucion es muy heterogénea, pues “depende de la excrecién de
bilis y jugo pancreético, del peristaltismo, de la secrecién de mucina que contiene IgA,
del pH, de los genes, de la disponibilidad de nutrientes, de la tension de oxigeno, del
antagonismo bacteriano y de la presencia de receptores celulares para la adhesinas
bacterianas”, y no de menos importancia, pues profundizaremos en este factor: de la
dieta (Martin, 2017).

1.1. Microbiota intestinal

Aunque los términos "microbiota” y "microbioma” a menudo se usan
indistintamente, son términos completamente distintos, la microbiota se refiere a los
organismos que comprenden la comunidad microbiana, mientras que el microbioma a
los genomas colectivos de los microbios, que estan compuestos de bacterias,
bacteriéfagos, hongos, protozoos, y virus que viven dentro y en el cuerpo humano
(Khan et al., 2016).

Por lo tanto, teniendo en cuenta la definicion de ambos conceptos y llevandolos
a nuestro tema principal, “el ecosistema microbiano del intestino (microbiota intestinal)
incluye muchas especies nativas que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal, y una serie variable de microorganismos que solo lo hacen de manera
transitoria”, por lo que, por otra parte, “al conjunto formado por los microorganismos,
sSus genes y sus metabolitos se le denomina microbioma intestinal” (Icaza-Chéavez,
2013).

El intestino humano alberga billones de microbios de todos los dominios de la
vida: eucariotas, bacterias y arqueas, con un predominio de células bacterianas
(Baquero & Nombela, 2012). Conforme avanzamos por el tracto gastrointestinal la

abundancia de las bacterias va variando dependiendo de una serie de factores, en el



caso del estdmago esta densidad es relativamente baja (<102 ufc/ml) “debido al pH, a
la existencia de enzimas y de acido clorhidrico”, encontrandonos microorganismos de
la flora orofaringea como los Streptococcus a-hemoliticos, los Lactobacillus sp., y la
Candida sp. (Garcia et al., 2012). La densidad va aumentando conforme avanzamos
por el tracto gastrointestinal, pero sigue habiendo una distribucion desigual tanto en la
densidad como en la composicion microbiana a lo largo de ambos intestinos. En el
intestino delgado, concretamente en el duodeno y en el yeyuno, debido a que se sigue
manteniendo el pH acido, ademéas de “por la elevada actividad peristéltica, por la
secrecion de bilis que tiene propiedades antimicrobianas, y otras sustancias como la
lisozima e IgA”, provocan que haya una baja concentracién de microorganismos (103
— 10° ufc/ml), sin embargo, en el ifleon se produce un aumento en la densidad
bacteriana alcanzandose concentraciones de 10° — 102 ufc/ml de contenido intestinal
(Garcia et al., 2012). “La localizacion con mayor densidad microbiana” se encuentra
en el intestino grueso consecuente de “la disminucion del contenido en agua, la
disminucién del peristaltismo y un pH cercano al fisioldgico” que hace que haya unas
concentraciones de 10° — 10*2 ufc/ml en la Gltima parte del sistema digestivo, el colon
(Blaut & Clavet, 2007; Garcia et al., 2012).

PRESENCIA BACTERIANA ORGANO CARGA BACTERIANA PROCESO FISIOLOGICO
Secrecion de acido (HCL)
Estémago 107 to 10°
v 0 Digestion de macromoléculas
Lactobacilll /T 3 . pH=2
I\ Duodeno | <10*$
L )8 Continua la digestion
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Bach:r‘;cn;z: y ‘\J i Absorcion de agua, dcidos
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Figura 1. Aparato digestivo: flora bacteriana y proceso fisiol6gico. (Garcia et al., 2012)

Gracias a los avances en el andlisis metagendémico y en la secuenciacion del
gen del ARN ribosémico 16S se ha demostrado que Firmicutes, Bacteriodetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochaetae y Verrucomicrobia son los

filos bacterianos predominantes entre las bacterias intestinales en adultos (Chan et



al., 2013), predominando el filo Firmicutes que comprende bacterias Gram positivas
de > 200 géneros presentes en el intestino delgado, y el filo Bacteriodetes que
comprende bacterias Gram negativas de 20 géneros presentes en el intestino grueso
(Bull & Plummer, 2014; Tremaroli & Backhed, 2012).

Asimismo, “las investigaciones del Proyecto Microbioma Humano
estadounidense y del proyecto MetaHIT europeo han revolucionado el mundo de la
ciencia” confirmando que “la simbiosis entre el hombre y su microbiota hace posible
Su propia supervivencia” (Sanz et al., 2004). Diversos estudios demuestran que un
“desequilibrio o alteracion en la microbiota intestinal (disbiosis)”; ya sea “cualitativa,
predominio de especies distintas a las habituales” o “cuantitativa, menos
concentracion de bacterias beneficiosas” (Dominguez-Bello et al., 2011), puede
causar que dichas bacterias adquieran virulencia y asociarse “a trastornos
gastrointestinales y al desarrollo de enfermedades metabodlicas como la obesidad y la
diabetes” (Bull & Plummer, 2014; Carluccil et al., 2016; Lau et al., 2015; Nagao-
Kitamoto et al., 2016; McPhee & Schertzer, 2015). Ademas de estar relacionado con
varias condiciones clinicas como la enfermedad del higado graso, aterosclerosis,
enfermedades alérgicas, enfermedades autoinmunes y cancer (Arslan, 2014; Knights
et al., 2013; Zoetendal et al., 2006).

Arumugam et al. expresaron “el concepto de enterotipos, con la idea de
clasificar las distintas microbiotas del intestino humano, basandose en la composicion
de sus comunidades bacterianas y su abundancia en los diversos géneros
bacterianos” (Diaz Heijtz et al., 2011). Facilitando la agrupacion de los distintos
estados de equilibrio o simbiosis, asi como de poder agrupar las distintas
comunidades microbianas con las condiciones asociadas a la disbiosis dentro de los
distintos enterotipos. Establecieron tres enterotipos; el primer enterotipo esta
enriquecido por Bacteriodes que “obtienen la energia principalmente de los hidratos
de carbono y proteinas mediante fermentacion”, debido a su “amplio potencial
sacarolitico y a que sus genes codifican para enzimas (galactosidasas,
hexosaminidasas, proteasas) implicadas en la degradacién de este tipo de sustratos”.
Ademas, “participan en la glicolisis y la via de la pentosa fosfato”. El segundo
enterotipo enriquecido por Prevotella, la cual participa “degradando glicoproteinas de
mucina presentes en la capa mucosa del intestino” haciendo sinergia con
Desulfovibrio que “favorece el paso limitante de la degradacion mediante la

desulfatacion de mucina”. Por Ultimo, el tercer enterotipo enriquecido en
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Ruminococcus capaces de “degradar la mucina y participar en transportadores de

membrana, sobre todo de azucares simples” (Arumugam et al., 2011).
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Figura 2. Porcentaje de la abundancia de los géneros y filos bacterianos presentes en el ser humano.

(Arumugam et al., 2011)

1.2. La composicion de la microbiota intestinal influenciada por la dieta

Antiguamente se pensaba que el intestino era estéril durante la vida fetal, sin
embargo, el hallazgo de ADN microbiano en heces de lactantes prematuros ofrece la
oportunidad de explorar mas a fondo el entorno microbiano de recién nacidos
(DiGiulio, 2012), y de comprender como desde el nacimiento, “la microbiota intestinal
contribuye en el desarrollo de la funcién intestinal”, pues “educa al sistema inmune,
participa en la regulacion y mantenimiento de la barrera intestinal”, ademas de
proporcionar proteccion contra la infeccion y de promover la tolerancia de los
alimentos (Goulet, 2015). Asimismo, “la microbiota esta en contacto con un importante
namero de células neuronales y de células inmunoldgicas que dirigen la maduracién
del sistema inmune desde la infancia y contribuyen en el mantenimiento de su
homeostasis durante toda la vida” (Tojo et al., 2014).

Por ende, este hecho explica la enorme importancia de la dieta en la relacion
simbidtica entre los microorganismos intestinales y del propio huésped en los que
estos habitan, y que contribuiran en su salud; pues la dieta “influye y modula la
estructura y composicion de las comunidades microbianas”, incluso en el nacimiento
(Alvarez-Calatayud et al., 2018). La colonizacion microbiana desde el nacimiento, sera

diferente dependiendo de diversos factores como son el modo de parto (vaginal o



cesérea), del entorno (rural o urbano) donde se crezca, del pais (desarrollado o
subdesarrollado) donde se habite, el uso de antibidticos tomados, y del mas
significativo, el tipo de lactancia (Alvarez-Calatayud et al., 2018; Boulangé et al.,
2016). Pues, en varios estudios se han observado que los nifios que toman lactancia
materna tienen como género bacteriano predominante a las Bifidobacterias durante
sus primeras semanas de vida, sin embargo, hay una mayor presencia
Enterobacteriaceae y Enterococcus en nifios alimentados con lactancia artificial (Ruiz
et al., 2010).

Otro factor que condiciona nuestra microbiota intestinal desde la infancia es el
paso de la lactancia a la alimentacion sélida. Se empiezan a producir cambios, tras el
destete, en la comunidad microbiana al introducir por primera vez en la dieta alimentos
de origen vegetal, carne y pescado, produciendo una disminucién de Bifidobacterias
y una transicion hacia una microbiota mas madura, “dominada por los filos

Bacteroidetes y Firmicutes” (Alvarez-Calatayud et al., 2018).

Phylum
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Figura 3. Evolucién de la microbiota intestinal segun la edad. (Tojo et al., 2014).

Sin embargo, la composicion filogenética de la microflora intestinal no es la
misma para todos los individuos, esta suele ser igual para aquellos que presenten una
dieta similar (Arumugam et al., 2011; Claesson et al., 2011), pues se ha observado
gue la microbiota de individuos herbivoros es muy diferente a la presente en
omnivoros o carnivoros. Este dato de gran importancia se ha observado en un estudio
llevado a cabo por Wu et al., en el que se ha comparado la dieta tipica de dos
sociedades muy dispares; por un lado, una tribu de Tanzania, cuya poblacién se basa
en una alimentacion rica en fibra pero escasa en grasas, presentando un predominio

en el género Prevotella, las cuales estan adaptadas a “recuperar la energia y
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nutrientes de alimentos ricos en fibra vegetal” y por otro, una sociedad mas
industrializada, la cual en cambio, presenta un predominio de Bacteroides debido al
consumo elevado de alimentos proteicos y grasos, que presentan un gran contenido
energético (Wu et al., 2011). De gran interés para reforzar lo dicho anteriormente es
el estudio realizado por De Filippo et al., en el que se compard la microbiota de nifios
africanos con niflos europeos, obteniendo los mismos resultados, ya mencionados,
ante la notable diferencia entre las comunidades microbianas dependiendo de si se
trata de una dieta agraria u occidental (De Filippo et al., 2010), siendo un marcador de
régimen dietético propio de areas rurales y de cultura agraria la presencia de
Prevotella en la microbiota intestinal, mientras que la presencia de Bacteroides es
caracteristico en regiones industrializadas. (Wu et al., 2011).

Por lo tanto, “la ingesta de proteinas y grasa animal junto con la carencia de
consumo de fibra dietética incrementa la presencia de microrganismos tolerantes a
las sales biliares (Alistipes, Bilophila y Bacteroides) y decrecen los niveles de especies
gue metabolizan carbohidratos complejos (Roseburia, Eubacterium rectale y
Ruminococcus bromii)”, por el contrario, “las especies fermentativas son
caracteristicas en individuos que tienen un consumo abundante de frutas, verduras y
vegetales” (Alvarez-Calatayud et al., 2018; Wu et al., 2011).

FIBRA DIETETICA PROTEINA
FRUTAS GRASA ANIMAL

VEGETALES

Alistipes
Firmicutes Bilophila
Especies fermentativas Bacteroides

Enterotipo - Prevotella Enterotipo - Bacteroidetes

Figura 4. Relacion desigual entre los enterotipos Prevotella y Bacterioides segun el tipo de dieta.
(Alvarez-Calatayud et al., 2018)

Un caso en particular, son las dietas de adelgazamiento puestas tanto de moda
en la actualidad, que se basan en ingerir alimentos ricos en proteinas, pero escasos

en hidratos de carbono, causando efectos perjudiciales sobre la microbiota, ya que la
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fibra dietética presenta efectos antioxidantes que protegen al intestino, mientras que
el exceso de proteinas genera metabolitos asociados con la presencia de cancer
(Alvarez-Calatayud et al., 2018). Otro ejemplo, que produce disbiosis son las grasas
dietéticas que producen inflamacion intestinal, de hecho, Devkota et al., demostraron
que el acido taurocdlico derivado de las grasas de las dietas promueve el crecimiento
de Bilophila wadsworthia, bacteria productora de sulfato de hidrégeno, agente quimico
toxico causante de la inflamacion en la colitis (Devoss & Diehl, 2014; Devkota et al.,
2012). En este mismo contexto, se ha observado que la abundancia significativa de
Bacteroides fragilis en individuos con dieta rica en grasa o carne de res, “se asocia a
presentar un mayor riesgo de padecer enfermedades graves como son la enfermedad
diarreica aguda, la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y el cancer colorrectal
(CCR)” (Hentges et al., 1977; Sears, 2009; Zhang et al., 2012), estas enfermedades
comprenden a su vez otras patologias como son “la Colitis Ulcerosa (UC) y la
enfermedad de Crohn (EC)”. Dichas enfermedades son mas virulentas si el individuo
toma una dieta con una mayor proporcion de carne y alcohol, en el caso de CU, o si
el individuo toma un abundante “consumo de alimentos ricos en sacarosa, hidratos de
carbono y acidos grasos poliinsaturados” pero escasos en fruta, verdura y fibra, en el
caso de EC. (Neuman & Nanau, 2012; Innis & Jacobson, 2007). Todo esto supone un
peligro para la salud humana, pues debido a estas patologias se pierde biodiversidad
microbiana y aumenta la proporcion de hongos, causando ademas un aumento en el
numero de Actinobacterias y Proteobacterias, y un descenso de Firmicutes, cuyo
papel fundamental consiste en inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas
(Albenberg et al., 2012; Hammer, 2011).

El cambio en el perfil metabdlico intestinal, también se ve reflejado en procesos
inflamatorios cronicos, en particular, en la enfermedad celiaca, en la cual se ha
comprobado que Klebsiella oxytoca, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
pasteuri son mas abundantes en muestras de pacientes con dicha enfermedad, al
contrario de lo que ocurre con Streptococcus anginosus y Streptococcus mutans que
se muestran en menor cantidad (Sanchez et al., 2013). Asimismo, grasas saturadas
presentes en alimentos como la manteca de cerdo, el chocolate, la carne, la
mantequilla, etc., estan asociadas con la inflamacion del tejido adiposo blanco
causando un riesgo de producir obesidad y diabetes, aumentando la presencia de
Bilophila wadsworthia. (Caesar et al., 2015; Patterson et al., 2016; Oh et al., 2010).
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A su vez, para contrarrestar todos los efectos negativos, es importante seguir
una dieta saludable e intervenciones nutricionales especificas, incluyendo en el dia a
dia, alimentos con gran cantidad de fibra dietética, asi como el consumo de probioticos
y prebidticos utiles para la restauracion de la microbiota intestinal y la prevencion de
las enfermedades ya mencionadas anteriormente y de muchas otras mas (Alvarez-
Calatayud et al., 2018).

Healthy gut microblota Dysbikatic gut microbiota

Gut microslal ecology

4 Gut parmeabiliy
4 Endoioxemia

4 Pro-inliammabony cytokines
4 adiposty

4 Insulln resistance

# Ceione Intaks

4 Coestty

4 Metabailc syndome

+ Cut permeability

+ Encotcxamis

+ Prodrflammatory cytokines

4 Benaliclaly aclive moleculas
(SCFaE, Indole)

4 Insulin sansiiviy

Antdrilarmmatory spedies
saoads AomUBIR a4

Metabollc diseasas
Typa 2 diabsates,
camriovascular diseases,
|I1|'|B.I'I'I'I'IE1CIE|I'DIIHE| diseesas, _..

Improwed gut end metabolic
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probiotcs, tecal frensplamntation

Emdrcnmenial 1acions

Figura 5. Efectos de una microbiota intestinal sana y la disbiosis en la salud intestinal y metabdlica

del huésped. (Boulangé et al., 2016)

La administracion de prebidticos o probioticos influye positivamente sobre la
microbiota intestinal beneficiando la salud humana (Guarner et al., 2011). Como
probidticos, “la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los define como
microorganismos Vvivos, que cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio a la salud del consumidor” (Olveira & Gonzalez-Molero, 2007),
a este grupo “pertenecen principalmente dos grupos microbianos: Lactobacilos y
Bifidobacterias” (Suarez, 2013). Y como prebidtico, nos referimos “a los ingredientes
de los alimentos no digeribles, presentes en la dieta, que estimulan el crecimiento y/o
actividad de microorganismos autdctonos, proporcionando un beneficio para la salud
del huésped” (Guarner et al., 2011; Olveira & Gonzalez-Molero, 2007; Suarez, 2013),
este grupo estructuralmente son “oligo o polisacaridos de fructosa, galactosa y

derivados” (Suarez, 2013).

13



En definitiva, debido al papel que ejerce la microbiota sobre el hombre a la hora
de metabolizar los alimentos mediante la fermentacién de los residuos de la dieta, nos
permite obtener nutrientes a través de la produccion de enzimas y rutas metabdlicas
de las cuales carecemos sin ella.

Ademas, “la microbiota intestinal recupera la energia de la dieta a través de la
produccién de &cidos grados de cadena corta por fermentacion de carbohidratos:
acetato, butirato y propionato”, proporcionando una fuente energética a las células.
Pues muchos de los ingredientes de los alimentos que ingerimos no son absorbidos
por el propio organismo, sino que son utilizados para la actividad metabdlica de la
microbiota intestinal, cuyo fin es del producir moléculas beneficiosas para el individuo
(David et al.,2014). Y no de menor importancia, es el papel de la microbiota intestinal
en larestriccion del crecimiento de bacterias patégenas y en la degradacion de toxinas

urémicas de origen intestinal (Sanz et al., 2004).

1.3. Toxinas urémicas y su impacto en la salud

En nefrologia, se entiende como toxinas urémicas a “todos aquellos
compuestos que se acumulan y causan alteraciones bioquimicas-fisicas en pacientes
con enfermedad renal” (Vazquez et al., 2003). Para considerar un compuesto como
toxina urémica debe de cumplir con los siguientes criterios: 1) “Su identidad quimica
y su precision en los fluidos biolégicos debe de ser cuantificable”. 2) “Su concentracion
debe exceder en relacion a sujetos no urémicos”. 3) “Su concentracion debe
correlacionarse con los efectos toxicos y los sintomas urémicos”. 4) “Su concentracion
al disminuir debe causar la desaparicion de los sintomas” (Vazquez et al., 2003)

Dichas toxinas se clasifican segun su tamafio molecular y su union a proteinas
(Vanholder et al., 2003), pues las bacterias intestinales degradan las proteinas en
metabolitos como son el amonio, aminas, tioles, fenoles e indoles, los cuales en su
mayoria son excretados a través de la orina o de las heces, pero una parte de ellos
son absorbidos y acumulados en el plasma (Evenepoel et al., 2009; Vanholder et al.,
2008). Incluso muchos de estos compuestos en casos de enfermedad renal crénica
(ERC), son eliminados por terapia dialitica, pero muchos otros tienen una eliminacion
limitada debido a su unién a proteinas (Dhondt et al., 2000; Meijers & Evenepoel,

2011), produciendo disbiosis intestinal.
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Las toxinas urémicas procedentes de la microflora intestinal son: “aminas y
poliaminas, producidas por el metabolismo microbiano intestinal”. De especial interés
dentro de este grupo encontramos “la trimetilamina N-6xido (TMAO), la cual se genera
por el metabolismo intestinal de aminas cuaternarias, como son la
colina/fosfatidilcolina, betaina o L-carnitina”, presentes en carnes rojas, higado,
productos lacteos, etc., asociandose con un incremento de enfermedades
cardiovasculares (Koeth et al., 2013). La unidon amina-proteina es baja, por lo que se
elimina mediante dialisis en su acumulacion en la ERC (Cigarran Guldris et al., 2017).
Por otro lado, haciendo referencia a las poliaminas, nos encontramos “la cadaverina,
espemina, espermidina y putrescina que proceden de la descarboxilacion de la L-
arginina y de L-ornitina o lisina en el intestino”. En estudios se ha comprobado que
“‘estas moléculas interaccionan con la insulina y lipoproteinas, acelerando la
aterosclerosis y la hipertrigliceridemia” (Cigarran Guldris et al., 2017). Otras toxinas
urémicas, las cuales estan unidas a proteinas, son los fenoles e indoles; dentro de los
compuestos fendlicos destacan el p-cresol (PCS), el acido fenilacético y el fenal,
sintetizados “en el metabolismo de la fenilalanina o de la tirosina por bacterias
anaerobias intestinales” (Jourde-Chiche et al., 2009).

Entre los indoles encontramos el &cido indolacético y el indoxil sulfato (IS), en
el cual haremos especial hincapié. Ambos resultan del metabolismo bacteriano del

triptéfano dietético, aminoacido esencial que se encuentra en alimentos esenciales
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como la carne roja, el pescado y el huevo (Zhang & Davies, 2016). Las bacterias
intestinales catabolizan el triptéfano a indol, compuesto que les confiere supervivencia
a dichas bacterias (Kim & Park, 2013). Y posteriormente, en el higado, el indol se
absorbe y se metaboliza a indoxil sulfato (Barreto et al., 2009). Normalmente debido
a que mas del 96% del IS se encuentra unido a albumina, su excrecién se produce a
través de los riflones por secrecion tubular proximal mediante un sistema de transporte
de aniones organicos (Enomoto et al.,, 2002), sin embargo, en pacientes con
insuficiencia renal crénica se produce su acumulacion siendo citotéxicas (Duranton et
al., 2012; Ito & Yoshida, 2014; Meyer & Hostetter, 2012).
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Figura 7. “Produccion de toxinas urémicas y sus consecuencias en el organismo”. (Osuna-Padilla &
Leal-Escobar, 2017)

La acumulacion de toxinas urémicas de origen intestinal causa multitud de
consecuencias bioldgicas y clinicas; una de ellas es la progresion de la ERC, pues
“tanto el IS como el PCS intervienen en el desarrollo de fibrosis, en el deterioro renal
y en la progresion de la propia enfermedad” (Meijers & Evenepoel, 2011; Mutsaers et
al.,, 2015). Ademas, se asocian a complicaciones cardiovasculares, pues se ha
comprobado que el IS causa “dafio endotelial, rigidez arterial y calcificacion aortica en
la ERC” (Barreto et al., 2009), asimismo favorece la hipertrofia de los miocardiocitos
(Lekawanvijit et al., 2010) y es un factor en la fibrilacion auricular (Aoki et al., 2015).
Por otro lado, el IS al no producir una adecuada produccion de eritropoyetina se
relaciona con alteraciones anémicas (Chiang et al., 2011; Nangaku et al., 2015), sin
embargo, en el caso de las poliaminas estas inhiben directamente la actividad de la

eritropoyetina (Yoshida et al., 2006). El IS causa efectos adversos produciendo
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alteraciones en el metabolismo éseo ya que “promueven el estrés oxidativo en los
osteoblastos” (Nii-Kono et al., 2007).

En resumen, se ha demostrado que el IS aparte de acelerar los efectos
negativos en la progresion de la ERC, se asocia a otros efectos perjudiciales como
son alteraciones en la funcion tiroidea y funcion endotelial (Dou et al., 2004; Dou et
al., 2007), causa ademas “la proliferacion de células del musculo liso vascular”
(Yamamoto et al., 2006) y la aceleracion de la aterosclerosis en hombres (Taki et al.,
2007), asi como inflamacion y fibrosis de varios tejidos y estrés oxidativo en la fibrosis
cardiaca (Dou et al., 2007; Vanholder et al.,2005).
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1.4, Implicaciones del consumo de fructosa en la salud

Equivocadamente, el consumo de fructosa fue considerado por mucho tiempo
como un “azucar para diabéticos” debido al bajo indice glucémico del mismo
comparado con el de la glucosa, ademas de no requerir insulina para ser metabolizado
(Esquivel-Solis & Gomez-Salas, 2007; Olguin et al., 2015). Por lo que este azucar fue
descrito como un “util agente terapéutico que estabilizaba la glucosa en sangre en

paciente diabéticos, mejorando la sobreproduccion de acetona, restaurando el
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balance de nitrogeno y disminuyendo la pérdida de agua” (Moorhouse & Kark,1957).
Como consecuencia de esto y de muchas otras consideraciones, se incorporé la
fructosa en la elaboracion de productos alimenticios, y es en 1960 cuando el jarabe
de maiz de alta fructosa (HFCS) se empez6 a utilizar como sustituto de otros
edulcorantes nutritivos, “representando mas del 40% de la totalidad del consumo de
estos a nivel mundial” (Bray, 2013; Esquivel-Solis & Gomez-Salas, 2007), siendo la
fuente principal de fructosa en alimentos industrializados como postres, helados,
bebidas azucaradas, reposteria, refrescos gaseosos (Bantle, 2006). Cabe destacar,
gue los alimentos que contienen fructosa naturalmente como son las frutas, verduras
y miel, carecen de una gran ingesta por parte de la poblacién, y por este motivo no
forman parte del grupo de alimentos que causan un consumo excesivo de fructosa
(Abdelmalek et al., 2012; Malik & Hu, 2012; Riveros et al., 2014).

Gracias al avance de estudios y al conocimiento en profundidad sobre el
metabolismo de la fructosa, estas supuestas caracteristicas positivas de dicha ingesta
fueron rechazadas (Delarue et al., 1993). Considerandose hoy en dia, la ingesta
excesiva de fructosa, “un factor de riesgo en el desarrollo de diversas enfermedades”,
en particular, en la poblacién infantil que supone un gran motivo de preocupacion en
la sanidad tanto nacional como internacional (Olguin et al., 2015). La malnutricion
presente en la poblacién, carente de un control en laingesta de fructosa, ha provocado
“‘un incremento de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)”, entre las que
se encuentra enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, obesidad, disfuncion
renal, arteriosclerosis, etc. (Choi & Curhan, 2008; De Sousa Rodrigues et al., 2017;
Gomez Alvarez et al., 2012; Johnson et al., 2009; Nakagawa et al., 2005; Teff et al.,
2009). Coincidiendo a su vez, con el incremento de la adiposidad visceral, alteraciones
del perfil lipidico, hiperuricemia, dislipemias, disminucion de la sensibilidad a la
insulina, alteraciones endocrino-metabdlicas, higado graso no alcohdlico, etc. (Bantle,
2009; Collison et al., 2009; Johnson et al., 2007; Johnson et al., 2010; Nakagawa et
al., 2006; Rutledge & Adeli, 2007; Stanhope & Havel, 2008; Stanhope & Havel, 2010;
Zhang et al., 2013).

Del mismo modo, la fructosa empeora “los sintomas del sindrome del intestino
irritable” caracterizado por dolor abdominal y diarrea (Melchior et al., 2014), causando
cambios en la microbiota intestinal que puede provocar endotoxemia e inflamacién de
colon, dafiando la barrera intestinal dando lugar a trastornos metabdlicos (Do et al.,

2018). Por ende, estudios recientes “demostraron que una dieta rica en fructosa en
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combinacién con una dieta occidental provoca la degradacion de la barrera mucosa y
la translocacién intestinal de endotoxinas, promoviendo la inflamacion intestinal e
influyendo en el perfil de acidos grasos de cadena corta (SCFA)” (Bergheim et al.,
2008; Kavanagh et al., 2013; Volynets et al., 2017). Destacando otras investigaciones,
se informa que “la fructosa dietética induce neuroinflamacion y lesion neuronal
afectando al aprendizaje espacial y memoria en roedores, ademas de interrumpir la
homeostasis energética del hipocampo” (Agrawal et al., 2016; Hsu et al., 2015; Xu et
al., 2016).
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Figura 9. Efectos de la fructosa en el desarrollo de diversos trastornos en la salud. (Johnson et al.,
2009)

2. HIPOTESIS

El desconocimiento y los escasos estudios publicados hoy en dia, los cuales
han evaluado el consumo de fructosa en relacion con la produccién de toxinas
urémicas, han llevado a estudiar el efecto de la ingesta elevada de fructosa con el

posible aumento en los niveles de IS que, ademas, puede afectar a la funcion renal.
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3. OBJETIVOS

El principal objetivo que ha llevado a la realizacion de este Trabajo de Fin de
Grado es comprender la relacién entre los niveles de IS y la ingesta excesiva de
fructosa.

Del planteamiento de este objetivo general se llevan a cabo los siguientes
objetivos especificos:

- Estudiar los efectos fisiopatolégicos perjudiciales causados por una
malnutricion.

- Entender el gran papel que ejerce la microbiota intestinal en nuestra salud.

- Comparar estadisticamente los niveles de IS encontrados en ratas sometidas
a una ingesta elevada de fructosa con los niveles encontrados en el grupo control.

- Comprender la relacion entre los niveles de IS y los niveles de creatinina en

sangre.

4. METODOLOGIA

Se llevé a cabo la cuantificacion de IS en cinco muestras de plasma de ratas
sometidas a una ingesta de un 10% de fructosa en agua durante cinco semanas que
se compararon con la determinacion en ocho muestras de plasma control, todas las
muestras se encontraban congeladas a -80°C, conservadas de otros estudios ya
realizados en el departamento de Fisiologia de la Universidad de Jaén.

Para realizar dicha determinacion cuantitativa del IS en las muestras de plasma
seguimos, con algunas modificaciones, el protocolo realizado por Al Za'abi et al., 2013,
en el que se describe un método rapido y eficaz de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) con deteccién de fluorescencia para la determinacion de IS en las
muestras (Za'abi et al., 2013).

Por otra parte, se determinaron los niveles de creatinina en sangre en cinco
muestras de plasma de ratas sometidas a una ingesta elevada de fructosa y en ocho
muestras grupo control. Esta determinacion se realiz6 mediante por el método de Jaffé

con el autoanalizador Spin 120.
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4.1. Materiales y reactivos

Para dicho estudio se utilizé todo el material y aparatos disponibles del
laboratorio docente del area de Fisiologia de la Universidad de Jaén para poder
abordar toda la siguiente metodologia.

Los reactivos como el IS, el estandar interno (metil parabeno), el acetonitrilo y
el metanol (gradiente de HPLC) se obtuvieron de fuentes comerciales, los cuales ya
se encontraban disponibles en dicho laboratorio. El reactivo para la determinacion de
creatinina se adquirié en Spinreact. Ademas, se utilizé agua pura pasada a través de
un sistema Mili- Q para la preparacion de todas las soluciones.

4.2. Solucién stock y estandar interno

La solucion stock se basa en la disolucion de una cantidad de IS en metanol
(1:100), la cual se dividio en diferentes alicuotas para su posterior utilizacion
conservandose a -80°C y protegidos de la luz.

Por otro lado, la solucion del estandar interno se obtuvo mediante la disolucion
de metil parabeno (1mg) en acetonitrilo (1ml), consiguiendo la solucion de
precipitacion (10ng/ml).

Se utilizaron metanol y acetonitrilo para eliminar sustancias extrafias que
pudieran causar interferencias a la hora de realizar la curva patréon y en el

procesamiento de las muestras.

4.3. Elaboracion de la curva patrén y condiciones cromatograficas

Para establecer un método selectivo se realizo curvas de calibracion, la cual
presenta una serie de concentraciones de IS (2.5, 5, 10, 15, 20, 30 y 50 uM). Para ello
se disolvio 250 pl de cada concentracion de IS en 900 ul de acetonitrilo y se genero la
curva patron mediante el andlisis de la altura maxima del pico de IS.

Todo el procedimiento para elaborar dicha curva se llevdé a cabo mediante
HPLC serie 2625 equipada con un inyector automatico. La separacién cromatografica
se realiz6 a través de una columna VP-ODS/C8/Phenyl (250 mm de longitud, 4,6 um

de diametro interno y 5 um de diametro de particula) que contiene una fase movil
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compuesta por 10% de tampon de acetato de sodio (pH 4.5, 300 mM) y 90% de
acetonitrilo con una velocidad de flujo de 1,3 ml/min y un gradiente isocréatico. Por otra
parte, la longitud de onda de excitacion se establecié a 280nm y la de emision a
375nm.

4.4, Preparaciéon de las muestras

Las muestras de plasma tanto en el control como en las muestras con una
determinada cantidad de fructosa fueron descongeladas a temperatura ambiente para
su procesamiento. Para ello se pipetearon 250 pl de plasma en un tubo de
polipropileno; y posteriormente se afadieron 900 pl de acetonitrilo. Después, se
mezclo todo en un vortex durante 30s y se centrifugd durante 5 minutos a 10.000 rpm,

y asi se inyectod una alicuota de 0.2 ml al sistema cromatografico para su medida.

4.5. Analisis estadisticos

Para determinar si existen diferencias significativas en los valores de IS entre
el grupo control y el grupo sometido a una ingesta elevada de fructosa, realizamos
una t de Student utilizando Microsoft Excel, ademas de comparar la media y el error
estandar de ambos grupos. Se tomo un nivel de significancia del 95% (p<0,05). Dicha
prueba también se llevé a cabo entre el grupo control y el grupo con fructosa en la
cuantificacion de creatinina.

La correlacion entre los valores de indoxil sulfato y creatinina se realizé

mediante una regresion lineal utilizando Microsoft Excel.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion del IS

5.1.1. Curva patron

Al realizar nuestra curva patrén para llevar a cabo un método selectivo y preciso
a la hora de calcular las concentraciones de indoxil sulfato en las muestras de plasma,

observamos que en dicha curva se produce un pico de saturacion a la concentraciéon
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de 50uM. Por lo que, a diferencia de la curva de calibracion realizada por Al Za'abi et
al., 2013, nuestra regresion lineal de la curva adaptada a los datos obtenidos en
diversas pruebas al determinar la curva patrén tiene como maximo una concentracion
de 30uM.

Curva patron
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Figura 10. Curva patron del Indoxil sulfato presentando una serie de concentraciones de IS (2.5, 5, 10,
15,20 y 30 pM)

Cabe destacar, que la utilizacion del estandar interno (disolucion de metil
parabeno (1mg) en acetonitrilo (1ml)) en la curva de calibracion de Al Za'abi et al.,
2013 tuvo un tiempo de retencién adecuado con respecto a la extraccion de IS en las
muestras, pues la resolucion y cercania entre sus picos fue correcta para llevar a cabo
una determinacion cualitativa precisa. Sin embargo, en nuestro caso el pico del
estandar interno se colapso6 con el de IS, por lo que tras muchas pruebas decidimos
obviar su utilizacion ya que el procesamiento de las muestras no era demasiado
complejo.

Por concluir en la elaboracion de la curva patrén, otra diferencia con respecto
a la metodologia realizada por Al Za'abi et al., 2013 y la divergencia con nuestros
resultados se debe a la diferencia en el modelo de la columna de HPLC, ya que ellos
utilizan OSD-3 C18 Spcherisorb column, pudiendo ser este un factor de las diferencias

entre ambos trabajos.
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5.1.2. Indoxil sulfato y fructosa

Tras la determinacién de IS en las muestras de plasma tanto en el grupo control
como en el grupo sometido a una elevada ingesta de fructosa comprobamos que el
principal resultado de este estudio es que en el modelo experimental de ingesta
elevada de fructosa no existen diferencias significativas (p<0,05) con el aumento en
el nivel de indoxil sulfato en sangre, pues en el analisis de la t (de Student) obtenemos
un valor de 0,582981483, ademas en la siguiente grafica se observa claramente que

no hay relacién entre el nivel de IS en las ratas tratadas con fructosa y en el grupo

control.
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Figura 11. Analisis estadistico de las concentraciones de IS en las muestras control y en las muestras

con una elevada ingesta de fructosa.

A pesar de no haber encontrado diferencias significativas en nuestro estudio, y
pese a que actualmente hay escasos estudios que relacionen directamente el
aumento del nivel de IS por la presencia de una mayor cantidad de fructosa en la dieta,
hay cantidad de estudios que afirman que la ingesta elevada de fructosa induce
disbiosis en la microbiota intestinal asociandose a alteraciones metabolicas, obesidad
e inflamacion tanto en ratones (Li et al., 2019) como en humanos (Jones et al., 2019).

Tal como se observa en el estudio de Do y colaboradores, un cambio en la
microbiota intestinal manifiesta el desarrollo de la endotoxemia metabdlica,
inflamacion y acumulacion de lipidos debido a la permeabilidad intestinal, esto es
provocado por una dieta rica en fructosa en ratones conduciendo a estos a una

enfermedad hepdtica, esteatosis y obesidad (Do et al., 2018), toda esta investigacion
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puede ser un papel clave en el desarrollo de la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (NAFLD) (Bergheim et al., 2008). Estos hechos son reforzados, ademas,
en otro experimento en este caso realizado con monos, llevado a cabo por Kavanagh
y colaboradores, en el que se dedujo que dicha dieta induce cambios hepaticos que
son secundarios a un aumento de endotoxemia, sin embargo, estos cambios no se
observaron al tener un control en la ingesta calérica (Kavanagh et al., 2013).

Por otro lado, Carles et al, explicaron que a pesar de que la dosis de fructosa y
glucosa se encuentra en cantidad semejantes en el torrente sanguineo, estos
azucares presentan distintos efectos sobre el aumento de grasa corporal. Esta
diferencia podria deberse a que la fructosa en el jarabe de maiz de alta fructosa
(JMAF) se metaboliza en pasos anteriores al de la sacarosa y podria resultar de la
degradacion no regulada de moléculas de carbono, las cuales la microbiota intestinal
trasforma en acidos grasos. Esta conclusion se basé en los resultados de su
experimento en los cuales las ratas con acceso a JMAF presentaban niveles altos de
triacilglicéridos y ganaron significativamente de peso teniendo una mayor grasa
abdominal (Jones et al., 2009). Al contrario, de lo que se observé en el estudio de
Olguin y colaboradores, en el que no existié diferencias significativas en cuanto al
peso corporal en los animales, por lo que tampoco hubo un aumento de glucemia,
aunque a pesar de sus resultados, expone que la hipertriacilglicerolemia es un efecto
comun y el mas perjudicial a la hora de tener una dieta rica en fructosa, y propone la
hipétesis de que la “presencia de fructosa podria estimular la sintesis hepatica de
apoB provocando la formacién de VLDL, siendo la responsable de la liberacion de
TAG al plasma” (Olguin et al., 2015).

Adicionalmente a las alteraciones nombradas con anterioridad, Hsu vy
colaboradores, demostraron que azucares agregados (HFCS) en el consumo habitual
durante la pubertad en ratas deteriora la capacidad normal de aprendizaje y memoria
(Hsu et al., 2015). Sus hallazgos fueron corroborados en el estudio realizado por Li y
colaboradores, los cuales afirmaron que la dieta elevada de fructosa supone efectos
alarmantes de neurodegeneracion en el hipocampo en edades tempranas,
asociandose a un factor de riesgo en enfermedades neurodegenerativas (Li et al.,
2019).

Asimismo, gracias a diversos estudios se conoce que los cambios en la
microbiota intestinal tras alguna alteracion, en nuestro caso: el consumo excesivo de

fructosa, puede suponer un efecto perjudicial para la salud del huésped, ya que se
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acentua el crecimiento de filos bacterianos capaces de “sintetizar urea, acido Urico y
compuestos como fenoles e indoles, los cuales atraviesan la barrera intestinal debido
a la disfuncionalidad de la misma” (Kotanko et al.,2006). Pues, una caracteristica
Unica de la fructosa, es la capacidad de incrementar la concentracion de acido Urico,
este hecho se ha comprobado en estudios en humanos (Stirpe et al., 1970) y en
roedores (Stavric et al.,1976). Y aunque se consider6 que el &cido Urico era
“bioldgicamente inerte y un importante antioxidante en plasma” (Johnson et al., 2007),
diversos experimentos han estudiado los efectos nocivos del &cido urico en la salud
tras la ingesta de fructosa en la dieta: obesidad, hiperinsulinemia y enfermedad renal
(Iseki et al., 2001; Mellen et al., 2006). Ademas, Nakawa y colaboradores, sometieron
a una dieta de un 60% de fructosa a ratas durante cuatro semanas, observando en
ellas un gran aumento en la concentracion de los niveles de acido Urico, un incremento
de grasa corporal y de presion arterial sistélica, asociandose estos resultados a
caracteristicas de alteraciones metabdlicas y de hiperuricemia (Nakagawa et al., 2006)

Finalmente, en términos urémicos, estudios llevados a cabo por Bray en
diferentes afios, afirman que el IS conduce a la disfuncién endotelial por la reduccion
de la produccion de 6xido nitrico y esto provoca un aumento en el estrés oxidativo
(Bray et al., 2004; Bray, 2013).

Como consecuencia a toda informacion descrita anteriormente, nuestro
objetivo era comprobar que la ingesta elevada de fructosa induce un aumento de IS
produciendo efectos nocivos en la salud como ocurre en el caso del acido urico, y a
pesar de no obtener ninguna diferencia significativa en nuestro caso, pudiendo ser
debida a otros factores no controlados en la medida de las muestras, estudiamos la

relacion de la fructosa con los niveles de creatinina en plasma.

5.2. Determinaciéon de Creatinina

5.2.1. Creatinina y fructosa
Después de comprobar en estudios previos realizados en el laboratorio del
departamento de Fisiologia de la Universidad de Jaén que existe una elevacion de
creatinina en sangre en ratas tratadas con fructosa produciendo disfuncién renal,
guisimos medir en nuestras muestras este parametro para asi comprobar, mas
adelante, su correlacion con el I1S. En cambio, a lo hallado en otros estudios, la

creatinina en plasma de las ratas que se trataron con fructosa en nuestro experimento,
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no estaba significativamente aumentada con respecto a las ratas control, pues el
analisis de la t (de Student) nos dio un valor de 0,14012667.

Analisis estadistico de las concentraciones
de creatinina
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Figura 12. Andlisis estadistico de las concentraciones de creatinina en las muestras control y en las

muestras con una elevada ingesta de fructosa.

La disfuncion renal produce elevacion de creatinina en sangre, disminucion en
el aclaramiento de creatinina y aumento en la actividad enzimatica urinaria de
marcadores de lesion tubular causando a su vez alteraciones histopatolégicas en
rifdn, higado, bazo y pancreas. Pero no solo experimentos realizados en la
Universidad de Jaén nos acercan a conocer todas estas alteraciones al tener una
ingesta elevada de fructosa, si no que estudios como el de Johnson et al., 2010,
demuestran que una dosis del 60% de fructosa en la dieta incentiva la presencia de
proteinuria, causando disfuncion renal y acelerando la glomeruloesclerosis en rifidn,
patologias que no aparecen al sustituir la fructosa por glucosa (Gersch et al., 2007).

En un estudio realizado por Rukavina Mikusic y colaboradores, se observo que
la sobrecarga de fructosa en los rifiones se relacion6 con incremento significativo de
diuresis, ademas de una reduccion en la excrecion de sodio. Sin embargo, en el
aclaramiento de creatinina no hubo diferencias significativas en la duracion
experimental, pero si se manifestd en la semana 12 de ingesta con fructosa la
presencia de microalbuminuria. En este experimento también se observo la relacién
de presentar disfunciéon renal con otros desordenes metabdlicos pues las ratas

alimentadas con una dieta rica en fructosa presentaron hiperinsulinemia e incremento
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de presion, este ultimo asociado a la disminucion de excrecion urinaria del sodio
(Rukavina Mikusic et al., 2018).

5.3. Correlacion I1S-Creatinina

Es de logica pensar que, si no ha habido diferencias significativas entre los niveles
de IS y laingesta de fructosa, y tampoco entre los niveles de creatinina y dichaingesta,
la correlacion entre el indoxil sulfato y creatinina fuese nula. Al realizar la regresion
lineal entre ambos confirmamos que efectivamente no existe una relacion directa entre
los niveles IS y de creatinina, pues el coeficiente de determinacion (R?) se aleja mucho

de su valor 6ptimo.

Correlacion indoxil sulfato-creatinina
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Figura 13. Andlisis de la regresién lineal y la correlacién entre los niveles de indoxil sulfato y creatinina.

A pesar de nuestros resultados, dicha correlacion si se observa en el caso de
la enfermedad renal crénica (ERC), la cual se ha asociado a la alteracion de la barrera
intestinal y de la microbiota intestinal, provocando una disfuncién renal y toxicidad
urémica (Osuna-Padilla & Leal-Escobar, 2017). En tal sentido, Wu et al, establecieron
la relacion entre los niveles de IS y la progresion renal en pacientes en diferentes
etapas de ERC encontrandose diferencias significativas (Wu et al., 2011). De la misma
manera, Barreto y colaboradores, demostraron que niveles altos de IS se asocian

significativamente a enfermedades vasculares renales (Barreto et al., 2009).

28



Concluyendo con todos nuestros resultados, es posible que no existan ni
diferencias significativas ni correlacion entre los grupos y medidas de los diferentes
parametros a causa de que la dieta que toman los roedores es una dieta estandar
pudiendo no producir ninguna modificacion en la microbiota y no verse alterados los
niveles de IS y de creatinina. También podrian verse no afectados debido a que
nuestro estudio esta limitado por un numero pequefio de muestras, pues solo

analizamos cinco muestras de ratas sometidas a una dieta rica en fructosa.

6. CONCLUSION

Hasta la actualidad no se habia considerado el gran peligro que tiene la
presencia de fructosa en nuestra dieta. Cada vez hay mas cantidad de alimentos ultra
procesados y mas de la mitad de la poblacion afiaden a sus cestas diariamente
alimentos con azucares afadidos.

A pesar de que en nuestro experimento no haya habido diferencias
significativas en los niveles de IS y de creatinina en niveles altos de fructosa, es
importante comprender el gran vinculo que tenemos con nuestra microbiota, pues no
“solo somos lo que comemos sino somos todo el conjunto de microorganismos que
habita en nosotros”, y es de nuestra responsabilidad cuidarlo.

Ademas, gracias al avance y al conocimiento del papel de nuestra microbiota
intestinal, nos proporcionan las herramientas necesarias para desarrollar estrategias
terapéuticas destinadas a mejorar la calidad de vida. Afiadiendo una comida saludable
evitando en todo lo posible alimentos con aditivos y, sobre todo no teniendo una vida

sedentaria.
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