Hygeia Public Health 2016, 51(2): 221-225

221

Wplyw rodzaju nosnika smaku stodkiego na aktywnos¢
syntazy tlenku azotu i potencjat antyoksydacyjny w $cianie
aorty w stanie popositkowym u szczuréw

Effect of sweet taste carrier on postprandial activity of endothelial nitric oxide
synthase and antioxidant status in rat aortic wall
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Wprowadzenie. Popositkowy wzrost stezenia glukozy przez
indukowanie uszkodzen oksydacyjnych w komdrkach $cian naczyn
krwionosnych przyczynia sie do rozwoju zmian aterogennych.
Zastepowanie cukru przez sztuczne substancje stodzace jest
powszechnie stosowane zaréwno w zywieniu indywidualnym, jak
i w przemysle spozywczym. Odpowiedz $cian naczyn na spozycie
pokarmu przy zastosowaniu sztucznych substancji stodzacych nie zostata
jeszcze zbadana.

Cel. Zbadanie popositkowych zmian w statusie antyoksydacyjnym
(catkowity status antyoksydacyjny — TAS i aktywno$¢ peroksydazy
glutationowej — GPx) i zawartosci syntazy tlenku azotu (eNOS) w $cianie
aorty brzusznej w zaleznosci od zrédta weglowodandw i nosnika smaku
stodkiego w diecie.

Materiaty i metody. Badanie przeprowadzono na dwéch grupach
samcow szczurdw rasy Sprague-Dawley (n=70). W grupie Ma zrodtem
weglowodandw i nosnikiem smaku stodkiego byta maltodekstryna,
natomiast w grupie Sc skrobia stanowita zZrédto weglowodandw,
a nosnikiem smaku stodkiego byta sukraloza. Po 3 tygodniach
doswiadczenia szczury skrwawiono po 12 godzinnym okresie gtodzenia
orazw 30, 60, 120 i 180 min. po podaniu pokarmu.

Wyniki. Zwierzeta z grupy Sc charakteryzowaty sie wyzszym spozyciem
oraz wiekszym przyrostem masy ciafa niz z grupy Ma. Po spozyciu positku
poziom TAS i stezenie eNOS w grupie Sc ulegty obnizeniu, natomiast
aktywnos¢ GPx istotnie wzrosta w poréwnaniu do grupy Ma.

Whioski. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastapienie w diecie
maltodekstryny przez skrobig i sztuczny nosnik smaku stodkiego
moze zwigkszy¢ po spozyciu positku powstawanie wolnych rodnikow,
o czym $wiadczy nizszy TAS i podwyzszona aktywnos$¢ GPx, a takze
spowodowac obnizenie aktywnosci eNOS.

Stowa kluczowe: srédbtonek naczyr krwionosnych, stodziki, srédbtonkowa
syntaza tlenku azotu, peroksydaza glutationowa, okres popositkowy

Introduction. Postprandial increase in blood glucose causes oxidative
damage in endothelial cells leading to the development of atherogenic
changes. Replacing sugar by artificial sweeteners is widely used in human
nutrition and food industry. The effect of artificial sweet taste carriers
on the vascular endothelium is still unclear.

Aim. To examine the postprandial changes in the antioxidant status (total
antioxidant status — TAS and glutathione peroxidase activity - GPx) and
the level of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the abdominal
aorta walls depending on the kind of carbohydrates and a carrier of
sweet taste in the diet.

Material & Method. Male Sprague-Dawley rats (n=70) were randomly
divided into 2 groups. Each group was provided with isoenergetic diets
with the same sweet taste intensity: Ma — maltodextrin, Sc - sucralose.
After 3 weeks, rats were sacrificed as follows: after a 12-hour fast and
30, 60, 120, 180 min. after an appropriate meal.

Results. The Sc group consumed more feed and had a significantly higher
body weight as compared to the Ma group. The postprandial TAS levels
and the eNOS concentration in the group Sc decreased, whereas the
GPx activity increased significantly as compared to the Ma group.

Conclusion. The results indicate that replacement of maltodextrin with
artificial sweetener can increase postprandial formation of free radicals,
as evidenced by lower TAS and increased GPx activity, and also cause
a decrease in activity of nitric oxide synthase.

Key words: endothelium, sweeteners, endothelial nitric oxide synthase,
glutathione peroxidase, postprandial period
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Wprowadzenie

Choroby uktadu krazenia sa w Polsce gtéwng przy-
czyng zgonow, a umieralnos¢ z ich powodu stanowita
w 2011 r. ponad 45% calkowitej liczby zgonow [1].
Zaburzenia funkeji srédbtonka naczyn krwionosnych
w znacznej mierze przyczyniajg si¢ do rozwoju cho-
réb sercowo-naczyniowych. Jednym z aterogennych
czynnikow dla komérek sroédbtonka jest popositkowy
wzrost stezenia glukozy w naczyniach krwionosnych.
Powoduje on wzmozong produkcje reaktywnych form
tlenu (RFT), prowadzi do rozwoju reakeji zapalnej
i zmniejszenia syntezy tlenku azotu, a tym samym
takze do zwigkszenia ci$nienia krwi w naczyniach
[2-4]. Aktywnos¢ antyoksydacyjna i aktywno$¢ syn-
tazy tlenku azotu przeciwstawiaja si¢ tym patogennym
skutkom popositkowego zwickszenia st¢zenia glukozy
w naczyniach krwiono$nych. Najwigkszy wzrost ste-
zenia glukozy nastepuje po spozyciu cukréw prostych.
W celu ograniczenia spozycia cukréw prostych, gtow-
nie dla zapobiegania nadmiernemu przyrostowi masy
ciata, rozpowszechnilo si¢ zastepowanie naturalnych
substancji stodzacych sztucznymi [5].

Maltodekstryny sg polisacharydami wytwarzany-
mi na drodze enzymatycznejlub chemicznej ze skrobi
réznego pochodzenia. Cechuje je szybsze niz skrobi
trawienie i wchlanianie w przewodzie pokarmowym
[6]. Indeks glikemiczny (glycemic index — GI) mal-
todekstryny wynosi 110 [7].

Sukraloza (4,1°,6"-trichloro-galakto-sukroza)
jest otrzymywana poprzez intensywne chlorowanie
sacharozy. Dopuszczona jest do powszechnego stoso-
wania w przemysle spozywczym UE pod nazwa E955.
Stodycz sukralozy zalezy od pH, temperatury oraz
stezenia i rodzaju produktu, w ktérym jest stosowana,
dlatego tez moze by¢ stodsza od sacharozy ok. 300-800
razy [8]. Sukraloza jest zwigzkiem stosunkowo stabo
wchlanianym z przewodu pokarmowego [9].

W dostepnej literaturze nie znaleziono danych
na temat odpowiedzi §rédbtonka naczyn krwiono-
$nych na spozycie positku w przypadku stosowania
sztucznych substancji stodzacych. Ze wzgledu na
rozpowszechnienie stosowania sztucznych substancji
stodzacych wydaje si¢ celowe poréwnanie aktywnosci
antyoksydacyjnej i zdolnosci do produkeji tlenku
azotu po spozyciu positku zawierajacego sztuczna
i naturalng substancje stodzaca.

Cel

Poréwnanie potencjatu antyoksydacyjnego i po-
ziomu syntazy tlenku azotu (eNOS) w $cianie aorty
brzusznejna czczo i po spozyciu pokarmu u szczuréw
na diecie z naturalng substancjg stodzacg (maltodeks-
tryna) i sztuczng (sukraloza).

Materiaty i metody

Badania przeprowadzono na 70 o$§miotygo-
dniowych samcach szczuréw rasy Sprague-Dawley
o poczatkowej masie ciata 314,41+8,62 g. Zwierzeta
pochodzity ze zwierzetarni Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Kossakowskiego
PAN. Na przeprowadzenie eksperymentu biologicz-
nego uzyskano zgode III Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.

Szczury przebywaty w klatkach pojedynczo
w standardowych warunkach otoczenia (LD 12/12).
Po tygodniowym okresie adaptacji zwierzeta pod-
dano trzytygodniowemu do$wiadczeniu, podczas
ktorego otrzymywaty wode i diety izoenergetyczne
(1g=3,766 kcal) ad libitum. Szczury podzielono na
dwie grupy karmione dietami r6znigcymi si¢ rodzajem
weglowodanéw i no$nikiem smaku stodkiego. W gru-
pie Ma (n=35) maltodekstryna stanowita zrédto
weglowodanéw i no$nik smaku stodkiego, a grupie
Sc (n=35) zrédtem weglowodanéw bylta skrobia,
ano$nikiem smaku stodkiego —sukraloza. Sktad diety
przedstawiono w tabeli I. Diety tak skomponowano,
aby charakteryzowaly si¢ jednakows intensywnoscia
smaku stodkiego. Stodycz diet badawczych byta réwna
maksymalnej zalecanej zawartosci sacharozy w diecie
szczura, tj. 10% catkowitej energii.

Po trzech tygodniach stosowania diet do§wiadczal-
nych zwierzeta skrwawiano po poddaniu ich narkozie
wziewnej przy zastosowaniu Izofluranu (Baxter Polska
Sp. z 0.0.) w nastepujacych punktach czasowych: po
12-godzinnym okresie glodzeniaiw 30, 60, 1201 180
minut po podaniu pokarmu (n=7 z kazdej grupy/
punkt czasowy). Z tusz zwierzat wypreparowywano
tetnice brzuszna, ktora po optukaniu w ptynie fizjolo-
gicznym zamrazano w cieklym azocie i przechowywa-
no w temp. -80°C do czasu przeprowadzenia dalszych
oznaczen.

Tabela 1. Sktad diet eksperymentalnych (g/100 g)
Table I. Diet composition (g/100 g)

Sktadnik /Ingredients Dicta /Diet

Ma Sc
Skrobia pszenna /Wheat starch 0 62,93
Maltodekstryna /Maltodextrine 62,94 0
Sukraloza /Sucralose 0 0,0167
Kazeina /Casein 20,0 20,0
Olej sojowy /Soybean oil 7,0 7,0
Skrobia ziemniaczana /Potato starch 5,0 5,0
Mieszanka mineralna /Mineral mix 3,5 3,5
Mieszanka witaminowa /Vitamin mix 1,0 1,0
Inne /Others 0,55 0,55
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Przygotowanie preparatu cytoplazmatyczno-
mikrosomalnego

Aorte brzuszng homogenizowano w 50 mM bufo-
rze Tris HCI z 2 mM dodatkiem kwasu etylenodiami-
notetraoctowego (EDTA) o pH 7,4 (Sigma-Aldrich,
Saint, Louis, USA). Uzyskany homogenat poddawano
wirowaniu 40 000 x g przez 1 godzing w temp. 4°C.
Otrzymany supernatant (frakcja cytoplazmatyczno
-mikrosomalna) przechowywano w temp. -80°C do
czasu wykonania analiz biochemicznych [10].

Wykonano oznaczenia zawartosci syntazy tlenku
azotu, aktywnosci peroksydazy glutationowej i warto-
$ci catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego w ho-
mogenatach aorty. Stezenie eNOS oznaczono metoda
immunoenzymatyczng przy pomocy testu TSZ ELISA
(nrkat. R6662). Aktywnos¢ GPx oznaczono metoda
spektrofotometryczng wykorzystujac gotowy zestaw
RANSEL firmy Randox (nr kat. RS 504) zgodnie
z instrukejg producenta. Poziom TAS oznaczono me-
toda spektrofotometryczng przy uzyciu zestawu Total
Antioxidant Status firmy Randox (nr kat. NX 2332).

Analizy statystyczne

Do wykonania analiz statystycznych wykorzy-
stano program Statistica wersja 10 (Statsoft, USA).
Postuzono si¢ analiza wariancji wieloczynnikowej
z testem post hoc najmniejszych istotnych réznic
(NIR) Fishera. Za czynniki zmienne przyjeto rodzaj
spozywanej diety oraz czas pobrania materiatu. We
wszystkich przypadkach za poziom istotnosci przy-
jeto wartos¢ p=0,05. Artykul jest druga publikacja
z do$wiadczenia, ktérego wyniki zostaly juz czesciowo
opublikowane [13].

Wyniki

Poczgtkowa masa ciala szczuréw nie réznita sie
miedzy grupami. Szczury z grupy Sc charakteryzowaty
sie wyzszym $rednim przyrostem masy ciata w porow-
naniu do grupy Ma (odpowiednio: 94,16+6,11 g vs.
77,39£6,58 g; p=0,0000). Srednie spozycie diety
z sukraloza (30,28%0,9 g/dzien) byto istotnie wyz-
sze (p=0,0000) od spozycia diety z maltodekstryna
(25,56+1,58 g/dzien).

Zawarto$¢ eNOS w $cianie aorty szczuréw na
czczo nie réznita si¢ w obydwu grupach. Po spozyciu
pokarmu w grupie Ma wystapil istotny wzrost stezenia
eNOS po 60 min. (p=0,0008) i 180 min (p=0,005).
W obydwu tych punktach stezenie eNOS w $cianie
aorty szczuréw byto istotnie wyzsze w grupie Ma
niz w Sc (p=0,002). W grupie Sc nie obserwowano
istotnych zmian zawartosci eNOS po spozyciu positku
(ryc. 1).

Poziom TAS w $cianie aorty szczuréw na czczo
nie réznit si¢ istotnie w obu grupach. Po 60 min. od

spozyciu pokarmu tylko w grupie Sc nastgpito istotne
obnizenie TAS (p=0,002), ale we wszystkich punk-
tach pomiarowych poziom TAS nie r6znit si¢ istotnie
miedzy grupami (ryc. 2).

Aktywnos$¢ GPx w §cianie aorty szczurdéw na
czczo nie roznita si¢ miedzy grupami. W 60 min. od
spozycia pokarmu tylko w grupie Sc wystapil istotny
wzrost aktywnosci GPx (p=0,0000), utrzymujacy
sie na jednakowym poziomie do 180 min. po positku
(w 120 min., p=0,0091; w 180min., p=0,0007)
(ryc. 3).
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Ryc. 1. Stezenie eNOS na czczo i po spozyciu positku (M+SD); a, b -
réznice istotne statystycznie w obrebie grupy w stosunku do wartosci
na czczo; A, B — miedzy grupami

Fig. 1. Plasma eNOS concentrations [pg/ml] in rats; values expressed
as mean with their standard errors. Different a, b letters indicate
significant differences within fasting group and 30, 60, 120, 180
min. after meal (p<0.05). Different A, B letters indicate significant
differences between groups
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Ryc. 2. Poziom TAS na czczo i po spozyciu positku (M+SD); a, b — réznice
istotne statystycznie w obrebie grupy w stosunku do wartosci na czczo

Fig. 2. Total antioxidant status [mmol/I] in rats; values expressed as
mean with their standard errors. Different a, b letters indicate signifi-
cant differences within fasting group and 30, 60, 120, 180 min. after
meal (p<0.05). Different A, B letters indicate significant differences
between groups
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Ryc. 3. Aktywnos¢ GPx na czczo i po spozyciu positku (M+SD); a, b -
roznice istotne statystycznie w obrebie grupy w stosunku do wartosci
na czczo

Fig. 3. GPx activity [U/I] in rats; values expressed as mean with their
standard errors. Different a, b letters indicate significant differences
within fasting group and 30, 60, 120, 180 min. after meal (p<0.05).
Different A, B letters indicate significant differences between groups

Dyskusja

Zastosowane w pracy diety charakteryzowaly sie
jednakowym poziomem stodkosci, a wiec takze jed-
nakowg relacja miedzy smakiem stodkim i wartoscia
energetyczng pozywienia. Pomimo to spozycie, a takze
przyrost masy ciata, réznily sie istotnie i byly wyzsze
u szczurdw otrzymujacych sukraloze (Sc). Na tej pod-
stawie mozna przypuszczac, Ze uczucie sytosci naste-
powato szybciej podczas spozywania diety zawierajacej
maltodekstryne, a wigc spozywanie diety z sukraloza
moze prowadzi¢ do nadmiernego spozycia pokarmu.
Trzeba wzia¢ pod uwage mozliwos$¢ wystgpowania
u szczurdw z naszego do$wiadczenia preferencji do
smaku sukralozy wykazanej u samic tej samej rasy
Sprague Dawley w stosunku do roztwordw sukralozy
w szerokim zakresie stezen (0,25-4 g/1) w poréwnaniu
dowody [11, 12]. Ponadto oznaczana w tych samych
warunkach insulina, stanowigca wazny sygnat sytosci,
osiggneta istotnie nizsze st¢zenie w osoczu w grupie
Sc niz Ma [13]. W innych badaniach wykazano, ze
sukraloza, inaczej niz sacharoza, nie aktywuje dopa-
minergicznych drog srodmoézgowia [ 14] zwigzanych
z regulacja pobierania pokarmu [ 15], co moze powo-
dowac hiperfagie.

Trudno odnie$¢ uzyskane wyniki do danych li-
teraturowych, gdyz dotychczas nie badano wplywu
spozycia sukralozy i maltodekstryny na parametry
§roédbtonka naczyn krwiono$nych w §$cianie aorty
w stanie popositkowym. W naszym badaniu po spo-
zyciu positku poziom eNOS w cianie aorty szczurdéw
byt istotnie nizszy u zwierzat na diecie z dodatkiem
sukralozy w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych
maltodekstryne. Obnizona aktywno$¢ eNOS wigze
sie ze zmniejszong produkcja NO, ktorego niedobdr

jest wazng przyczyng rozwoju promiazdzycowego
fenotypu srédbtonka naczyn krwiono$nych. Badania
na ludzkich komérkach srédbtonka zyly pepowinowej
(human umbilical vein endothelial cells— HUVECs) in-
kubowanych przez 16 godzin w roztworach sukralozy
o stezeniu 5, 20 i 50 mmol/l wykazaty istotne obni-
zenie ekspresji eNOS. Stwierdzono ujemng korelacje
miedzy stezeniem roztworu sukralozy a ekspresja
syntazy tlenku azotu w komérkach HUVECs [16].

Mechanizm prowadzacy do obnizenia aktywnosci
syntazy tlenku azotu pod wplywem spozywania sub-
stancji sfodzacych jest nieznany. Melanconiwsp. [17],
podajac przez 4 tygodnie genetycznie hipertensyj-
nym szczurom wysoko sacharozows diete stwierdzili
istotne obnizenie poziomu eNOS w homogenatach
mig$ni brzuchatych tydki w odniesieniu do zwierzat
zdrowych. Obnizone stezenie eNOS w homogena-
tach aorty szczuréw Wistar, zaobserwowali réwniez
Miatello i wsp. [18], ktérzy podawali zwierzetom
wodny 10% roztwor fruktozy przez 8 tygodni. W do-
$wiadczeniu Kopilasiwsp. [ 19] przeprowadzonym na
mlodych szczurach z genetycznie uwarunkowanym
nadci$nieniem, ktérym podawano przez okres 6 ty-
godni diete ze skrobig i maltodekstryng (w stosunku
3,3:1) lub sacharozg stwierdzono istotnie obnizony
poziom eNOS w tetnicach krezkowych zwierzat
z grupy otrzymujacej sacharoze. Autorzy tych badan
wykazali ponadto, ze suplementacja chromem (Cr **)
przez caly okres trwania badania znacznie zwigkszylta
poziom eNOS u szczuréw na diecie wysoko sacharozo-
wej, czego nie zauwazono u zwierzat z otrzymujacych
skrobie¢ i maltodekstryne [19].

W naszym badaniu dla oceny zdolnosci antyoksy-
dacyjnej oznaczono catkowity status antyoksydacyjny
oraz aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w $cianie
aorty. U zwierzat otrzymujacych sukraloze i skrobie
stwierdzono nizsza warto$¢ TAS pomimo wyzszej
aktywnosci GPx po spozyciu positku. Nizszej warto-
$ci TAS nie mozna wytlumaczy¢ prooksydacyjnymi
warunkami wynikajacymi z wyzszego stezenia glu-
kozy, poniewaz popositkowy wzrost stezenia glukozy
u szczuréw otrzymujacych sukraloze i skrobig byt zna-
cz3co nizszy w poréwnaniu do zwierzat karmionych
maltodekstryng [13]. Moze to wynikaé z nizszego
indeksu glikemicznego skrobi niz maltodekstryny [7].
W badaniach z udziatem ludzi wykazano podwyzsze-
nie warto$ci TAS na czczo po 10-dniowym stosowaniu
diety z niskim indeksem glikemicznym [ 20]. Wzrost
aktywnosci GPx moze $wiadczy¢ o wzroscie zagro-
zenia oksydacyjnego [21], a wigc aktywnos¢ tego
enzymu po spozyciu positku takze przemawia za silniej
wyrazonym prooksydacyjnym srodowiskiem w grupie
Sc niz Ma.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dieta zawierajaca
sukraloze moze powodowac obnizenie potencjatu an-
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tyoksydacyjnego i aktywnosci syntazy tlenku azotu, co
moze zwigkszac zagrozenie powstawaniem uszkodzen
oksydacyjnych $cian naczyn i nadci$nienia, a wigc
usposabia¢ do rozwoju choréb uktadu krazenia.

Whioski

1.

Dieta z dodatkiem sukralozy zwigksza spozycie
pokarmu, a tym samym powoduje nadmierny
przyrost masy ciata u szczuréow.
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