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INVESTIGACION

RESUMEN

La fritura repetida de alimentos produce termooxidacion y polimerizacion, potencialmente negativas para la
salud. Se desconoce como reacciona el sistema gastrointestinal frente a estos compuestos. Las proantocianidinas
poseen propiedades antioxidantes e hipolipemiantes. Hipotetizamos que un extracto de algarrobo rico en
proantocianidinas (CFE) mejora la defensa del intestino frente a la agresion termooxidativa. Se estudio, en el
aceite de girasol, la termooxidacion producida por la fritura repetida de pescado y, en ratas Wistar, el efecto
de administrar conjuntamente aceite de fritura y CFE sobre: la digestion de los compuestos termooxidados, la
lipemia postprandial, las proteinas implicadas en la absorcion de lipidos, y la actividad y expresion antioxidante
y de hemo-oxigenasa-1 en intestino delgado. Doce ratas Wistar, macho, de 200-250 g fueron canuladas durante
una semana con la mezcla del aceite termooxidado-CFE o con aceite termooxidado. Se cuantificd la alteracion
termooxidativa en el aceite de fritura y en la grasa post-prandial del lumen gastrointestinal, la lipemia
postprandial, las proteinas NPCIL1, ACAT-2 y MTP, y el estado antioxidante en duodeno, yeyuno e ileon. Se
encontraron niveles elevados de compuestos de polimerizacion y triglicéridos oxidados en el aceite de girasol
y en la grasa del lumen gastrointestinal. La administracion de aceite de girasol termooxidado-CFE disminuye
la digestibilidad del aceite y de los compuestos poliméricos/termooxidados, aminora la lipemia postprandial,
eleva NPCIL1, ACAT-2 y MTP, y mejora el estado antioxidante intestinal y la excrecion de polimeros fecales. El
empleo de CFE reduce la lipemia postprandial y garantiza un estado antioxidante intestinal adecuado frente
a lipidos termooxidados.

ABSTRACT

The repeated frying of food in sunflower oil produces thermo-oxidation and polymerization, potentially negative
for health. The reaction of the gastrointestinal system to these compounds is unknown. Proanthocyanidins
have antioxidant and lipid-lowering properties. We hypothesize that a carob-fruit extract rich in proanthocya-
nidins (CFE) improves the defense of the intestine against thermo-oxidative aggression. In sunflower oil, the
thermo-oxidation produced by repeated frying of fish was studied while, in Wistar rats, the effect of jointly ad-
ministering altered sunflower oil and CFE on: the digestion of thermo-oxidized compounds, postprandial li-
paemia, proteins involved in lipid absorption, antioxidant and hemoxygenase-1 activity and expression in the
small intestine. Twelve male Wistar rats, 200-250 g were cannulated for one week with the mixture of the
thermo-oxidized oil-CFE or the thermo-oxidized oil. Thermo-oxidation was determined in sunflower oil and
in the postprandial-fat of the gastrointestinal lumen, postprandial lipaemia, the proteins NPCIL1, ACAT-2 and
MTP and the antioxidant status in the duodenum, jejunum and ileum. High thermo-oxidation and polymeri-
zation levels were found on sunflower oil and fat in the gastrointestinal lumen. The administration of thermo-
oxidized sunflower oil-CFE decreases the digestibility of the oil and the polymeric/thermo-oxidized compounds,
reduces postprandial lipaemia, increases NPCIL1, ACAT-2, and MTP and improves the intestinal antioxidant
status and excretion of fecal polymers. The use of CFE reduces postorandial lipaemia and guarantees an ade-
quate intestinal antioxidant status against thermo-oxidized lipids.
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1. INTRODUCCION

La fritura es uno de los métodos de cocinado mds emple-
ado en el mundo, entre otros aspectos por incrementar la palata-
bilidad y mejorar las caracteristicas organolépticas de los alimentos
que se frien, haciéndolos crujientes y aportdndoles una textura y
odor caracteristicos. Esto explica la amplia oferta que existe en el
mercado de productos fritos y pre-fritos (1). El proceso de fritura
se diferencia netamente del simple calentamiento del aceite a tem-
peraturas de fritura, ya que la presencia de alimento en el aceite
calentado junto con aire hace la sitvacion definitivamente mds
compleja (2). El proceso de fritura puede resumirse en tres vias de
alteracion: hidrolitica, termooxidativa y de polimerizacion (3--5).

Asi, el agua de los alimentos induce alteracion hidrolitica
en el aceite de fritura, origindndose diglicéridos (DG), dcidos grasos
libres (AGL) y, en mucha menor cantidad, monoglicéridos (MG)
(7). La presencia de oxigeno y temperaturas relativamente eleva-
das induce termooxidacion, con formacién de hidroperdxidos y de
componentes secundarios relacionados. Cuando el proceso se ori-
gina a femperaturas proximas a 200 °C, la formacion de compues-
tos poliméricos y ciclicos se acelera enormemente. No obstante, la
intensidad depende en gran medida del contenido de agua del ali-
mento, la temperatura del proceso, la insaturacion del aceite y la
presencia de ofros componentes en el alimento como minerales,
vitaminas y antioxidantes (1). En Espaiia, en restauracion, industria
culinaria y en menor proporcion en los hogares, el aceite de girasol
(AG) se utiliza ampliamente en el procesado y cocinado de los ali-
mentos (e.g. fritura). El alto contenido en dcidos grasos insaturados
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(aproximadamente >50 % de dcido linoleico) hace a este aceite
mucho mds propenso a la alteracion termooxidativa que otros acei-
tes de uso comdn como el aceite de oliva (8).

De todo lo comentado se deduce la dificultad de evaluar
todos los cambios que acontecen en la fritura. Sin embargo, en las
ultimas tres décadas se han desarrollado nuevas técnicas croma-
togrdficas que permiten conocer la naturaleza y concentracion de
los TG y dcidos grasos alterados en los aceites utilizados en fritura.
La concentracion maxima de compuestos de alteracion hidrolitica,
termooxidativa y de polimerizacion en los aceites y grasas comes-
tibles -también llamados compuestos polares (CP) por tener mayor
polaridad que los TG no alterados- no debe superar, segin la le-
gislacion vigente en distintos paises europeos, el 20-25 % (9). En
Espaiia, este contenido mdximo de CP se fija en el 25 % (10). Junto
con los CP. son relevantes otros marcadores como el contenido de
polimeros de triglicéridos (PTG) y el de lipidos termooxidados (11).
Respecto a los PTG existe, en general, consenso de que la alteracion
no supere el valor de 10-12% de compuestos poliméricos (7-9).
Simultdneo a la aparicion de alteraciones termooxidativas se pro-
duce el intercambio de calor y masa entre el aceite y los alimentos,
aceptdndose que al final del proceso la composicion grasa de los
alimentos fritos es similar a la del aceite en la que se han cocinado
(4,8). Por todo ello, es importante considerar tanto la estabilidad
del aceite empleado como la calidad del alimento frito, ya que re-
dundan en la salud de la poblacién (1,5,7,11).

El proceso de digestion de los aceites alterados es relati-
vamente similar al de los aceites no alterados, ya que se requieren
las mismas enzimas, co-enzimas y productos de emulsificacion (12).
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Figura 1. Proceso de fritura. Representacion esquematica de los procesos de hidrélisis, oxidacion y polimerizacion. Adaptada de Sdnchez-Muniz, et al. 2007 (6).
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En la absorcion de las grasas estdn implicados, entre otros, el trans-
portador Niemann-Pick C1-like 1 (NPCIL1), que capta esteroles
en sus formas libres (colesterol y fitoesteroles) y estd presente en
la membrana apical de los enterocitos (13—16); la enzima acetil-
CoA acetiltransferasa 2 (ACAT-2) que se localiza en la membrana
del reticulo endopldsmico y cataliza especificamente la conversion
del colesterol libre a ésteres de colesterol (15); y finalmente, la
proteina de transferencia de triglicéridos microsomales (MTP) que
inferviene en el ensamblaje de los quilomicrones nacientes (14,15).
No obstante, con el consumo de aceites alterados se modifican cier-
tos aspectos digestivos con importancia fisiologica como el vacia-
miento gdstrico, la respuesta colecistoquinética y la capacidad de
hidrélisis de los triglicéridos oxidados (TGox) y PTG por la lipasa
pancredtica (17).

También es importante considerar que, en su digestion,
los alimentos fritos liberan sus componentes lipidicos que depen-
diendo de sus caracteristicas fisicoquimicas y el grado de alteracion
pueden afectar a la integridad y fisiologia del sistema gastrointes-
tinal (18). Sin embargo, resulta paradéjico que la mayoria de los
estudios se hayan realizado con aceites calentados a altas tempe-
raturas (250 °C) y durante tiempo prolongado (30-50 h) e incluso
con burbujeo de oxigeno, en vez de con aceites utilizados en fritura
o extraidos de alimentos fritos (8). Ademds, las dosis de compuestos
alterados testados son normalmente excesivas y se alejan de lo
que puede encontrarse en aceites usados en frituras y en las dietas
(19). No obstante, los estudios en animales de experimentacion
han demostrado que el consumo de PTG oxidados y no oxidados
puede inducir efectos deletéreos (2,8). También se ha comprobado

)

en diferentes estudios tanto in vifro (2) como in vivo (2,8,20) que,
a pesar de la mayor dificultad de reconocimiento por la lipasa pan-
credtica, los TGox y los PTG son parcialmente hidrolizados por las
enzimas intestinales lo que facilita la absorcion de sus componentes
(2,8). Debido a su polaridad, los dimeros de triglicéridos (DTG) y
los TGox presentan mayor absorcion, por lo que pueden suponer
gran relevancia toxicologica en el desarrollo de alteraciones diges-
tivas y metabélicas (2). Sin embargo, no se conocen de forma de-
tallada los procesos mediante los cuales el sistema digestivo
absorbe, controla y elimina estos compuestos de oxidacién (7,18).

Aunque la barrera intestinal pueda limitar el acceso de
grasa oxidada y polimerizada al interior del organismo y proteger
contra el dafio de especies reactivas de oxigeno (ROS), resulta dificil
de entender que exista un ndmero bastante reducido de estudios,
la gran mayoria de ellos realizados con aceites calentados durante
largos periodos, pero muy pocos con aceites utilizados en fritura
de alimentos (18). Ademds, en estos estudios, la disminucion en
la abundancia y actividad de las enzimas antioxidantes fue menor
de lo esperado (18,21). Por otro lado, el intestino delgado puede
adaptar su capacidad de absorcion de lipidos al contenido y carac-
teristicas de la grasa consumida, pudiendo verse asi afectados los
niveles postprandiales de TG y colesterol (12).

La fibra dietética es uno de los componentes de la dieta
que ha despertado mayor inferés. Entre sus propiedades resaltan
los efectos beneficiosos intestinales tanto relacionados con la eli-
minacion fecal como aquellos que implican regulacion de la mi-
crobiota y de la integridad colonica, reduciendo los efectos
pro-oxidantes e inflamatorios (22,23). Asi, se ha descrito la capa-

EXTRACTO RICO EN PROANTOCIANIDINAS
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Figura 2. Composicion porcentual del exiracto de algarrobo rico en proantocianidinas.
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cidad de la fibra dietética de atrapar en su matriz compuestos oxi-
dados, contribuyendo con ello a disminuir su absorcion y a evitar
la transferencia de ROS a las lipoproteinas de membrana del sis-
tema gastrointestinal. Las proantocianidinas (taninos condensados)
son compuestos naturales de origen vegetal que han demostrado
ampliamente su capacidad para promover la salud infestinal
(24,25). Entre sus propiedades beneficiosas se encuentran la acti-
vidad antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora, el re-
fuerzo de la integridad de la pared intestinal, la capacidad
hipolipemiante, etc. También se ha definido el papel de las pro-
antocianidinas inhibiendo la actividad de la lipasa pancredtica
(26). Por todo ello, pensamos que pueden ser potencialmente Gtiles
para disminuir las alteraciones que el consumo de aceites de fritura
provoca en el sistema gastrointestinal. En nuestro caso, empleamos
un extracto de la pulpa de las vainas del algarrobo (Ceratonia si-
ligua, L.), drbol de la familia de las fabdceas, que es rico en pro-
antocianidinas (mds de un 65 %) (Figura 2). Su degradacion con
dcidos tioglicolico o hidroclérico indica que las proantocianidinas
estdn compuestas por polimeros de subunidades de flavan-3-ol y
flavan-3,4-diol (27).

En este estudio se hipotetiza que la administracion con-
junta de AG utilizado en fritura repetida junto a un exiracto de al-
garrobo rico en proantocianidinas reduce los efectos negativos del
aceite alterado sobre la integridad y funcionalidad de la mucosa
digestiva.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales de experimentacién

Se adquirieron 12 ratas Wistar macho (Harlan S.L., Bar-
celona, Espaia) de 2 meses de edad y de 200-250 g de peso, que
se mantuvieron durante 1 semana con acceso libre a la dieta de
mantenimiento (Panlab, Barcelona, Espaiia) y agua del grifo. Los
animales se alojaron en parejas en condiciones ambientales estdn-
dar (20 °Cy 12 h de ciclo luz-oscuridad). El estudio fue aprobado
por el Comité Consultivo Espaiiol de Ciencia y Tecnologia y por la
Universidad de Alcald. Todos los experimentos se realizaron de con-
formidad con la Directiva 2010/63/UE, de 22 de septiembre de
2010, para la proteccion de los animales utilizados para la experi-
mentacion.

2.2. Aceite de girasol y extracto de frutos de algarrobo

El AG empleado fue un aceite comercial obtenido de las

semillas de la planta de girasol ( Helianthus annuus, L.). Este aceite
se utilizd previamente en 28 frituras discontinuas de pescado (filetes
empanados y palitos de merluza). Para ello se utilizaron tres frei-
doras domésticas (Taurus®) de un litro de capacidad. Se fijé la
temperatura del termostato a 180 °Cy se afiadieron, en cada fritura,
130 g de palitos de merluza o de filetes de merluza (Pescanova®).
Cada 4 frituras se afiadio AG sin usar para compensar el aceite ab-
sorbido por los palitos o los filetes de pescado y asi mantener uni-
forme la relacion aceite/alimento durante las 28 frituras estudiadas.
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Figura 3. Esquema del disefio experimental. AG: aceite de girasol usado en fritura; AG-CFE: aceite de girasol usado en fritura y extracto del fruto del algarrobo.
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La duracion de cada fritura fue de 5 minutos, pudiendo
calcularse el total de minutos de calentamiento del aceite en 140
minutos.

La fibra insoluble rica en taninos condensados o
proantocianidinas- se obtuvo de los frutos de algarrobo (Cerafonia
siliqua, L.) segin el procedimiento descrito en la patente
W0/2004/014150 (27). Tras la retirada de las semillas, la pulpa se
lavo 3 veces durante 45 minutos con agua a 45 °Cy agitacion cons-
tante, descartando el liquido de lavado. La pulpa himeda resultante
se homogeneizd con agua en una proporcion de 1:2 (p/p) y se agitd
vigorosamente durante 3 horas a 80 °C. Seguidamente, y tras filtrar
la pulpa, el liquido obtenido se dejo enfriar y se sometié a un pro-
ceso de decantacion a femperatura ambiente durante seis horas. Fi-
nalmente, la muestra decantada se centrifugd a 2500 g y se elimind
el sobrenadante. El residuo resultante se sec6 a 85 °Cy 0,2 atmds-
feras de presion durante 12 horas en una estufa. Una vez enfriado,
el residuo se molturd y se tamizo hasta obtener un tamaiio de par-
ticula inferior a 180 um.

2.3. Disefio experimental

Durante siete dias, sin mantener a los animales en situa-
¢ién de ayuno nocturno, se inoculd por sonda esofdgica el AG alte-
rado (grupo AG) o la mezcla extempordnea del AG alterado con
CFE (grupo AG-CFE), este Gltimo aiiadido en la cantidad de 125
mg/kg de peso del animal. Se emplearon 2 g del aceite o la mezcla
los dias 1y 7,y 1 g los dias 2-6 del estudio. El séptimo dia de
tratamiento, el AG alterado o la mezcla AG-CFE fueron adminis-
trados en estado de ayuno. A las tres horas de la administracion los
animales fueron anestesiados y sacrificados mediante extraccion de
sangre de la aorta descendente con una jeringa heparinizada. A
continuacion, se aislaron el estomago y el intestino delgado (sepa-
rando duodeno, yeyuno e ileon).

2.4. Preparacion de las muestras

La sangre obtenida en el sacrificio se centrifugo a 2500
rpm (1500 g) durante 20 min, obteniendo asi el plasma para de-
terminar los TG y el colesterol, asi como los TG en quilomicrones.

El contenido luminal del estomago y del intestino delgado
se recogio por arrastre perfundiendo lentamente con 10 mL de so-
lucion salina el estémago y con 50 mL el intestino. Posteriormente
se cuantifico y analizd la cantidad total y los componentes de alte-
racion de la grasa remanente en estas regiones. Cada porcion del
intestino delgado se dividio en dos partes equivalentes. Una se ho-
mogeneizo y se prepararon extractos para determinar la actividad
y los niveles de proteina (abundancia) de las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), glutation
peroxidasa (GPx) y hemo-oxigenasa-1 (HO1). La otra parte se al-
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macend en formol (4 %) para su fijacién y posterior montaije en pa-
rafina para la deteccion y localizacion de las proteinas estudiadas
in situ en el tejido. Se estudid la inmunorreactividad de las siguientes
profeinas: el transportador NPCIL1, ACAT-2 y MTP.

2.5. Técnicas de laboratorio
2.5.a Cuantificacion de la grasa
La determinacion y cuantificacion de grasa en el estomago
e intestino se llevd a cabo de acvuerdo a la metodologia propuesta
por Bligh y Dyer con cloroformo/metanol (28).
2.5.b Determinacion de la alteracion termooxidativa
en el aceite utilizado en fritura y en el lumen gdstrico
e intestinal
La cuantificacion de la alteracion total en forma de CP en
el AG y en la grasa obtenida por perfusion del lumen gdstrico e in-
testinal se realizo siguiendo la técnica cromatogrdfica en columna
de gel de silice de Dobarganes et al. (29). Se eluyd 1 g de aceite,
primero con hexano:éter dietilico 90:10 para separar los TG no al-
terados o componente apolar y, posteriormente, con éter dietilico
para la elucion de los compuestos de alteracion hidrolitica y termo-
oxidativa de mayor polaridad que los TG no alterados. Las dos frac-
ciones se evaporaron en rotavapor y se cuantificaron mediante
gravimetria. Posteriormente se procedio a la identificacion de los
compuestos que integraban la fraccion de compuestos hidroliticos
(DG, MG y AGL) y la fraccion de compuestos termooxidados (PTG y
DTG oxidados o no oxidados y TGox) por cromatografia de alta efi-
cacia por separacion de masa molecular (HPSEC de las siglas en
inglés de High-performance size-exclusion chromatography) me-
diante la utilizacion de dos columnas de poliestireno-divinilbenceno
(PL-gel) acopladas en serie y conectadas a un refractometro
(Agilent, Barcelona). La identificacion de los compuestos se efectud
atendiendo a sus tiempos de retencion, previamente comprobados
por el uso de patrones de AGL, MG, DG y TG, y de aceites alterados
conocidos para los DTG y PTG. La cuantificacion de los compuestos
se realizo mediante refractometria, aceptando una respuesta similar
para todos los compuestos hidroliticos y termooxidados.
2.5.c Separacion de quilomicrones. Cuantificacion de
colesterol y triglicéridos
Los quilomicrones plasmdticos se separaron por gradientes
salinos de densidad, a partir de 2 mL de plasma, mediante ultra-
centrifugacion a 30.000 rpm (153.000 g) a 4 °C en una ultracentri-
fuga Beckman L8-70M, rotor SW-40.1 (Palo Alto, CA, EE.UU.)
siguiendo lo sefialado por Bocanegra ef al. (30). La concentracion
de colesterol plasmatico se determin utilizando el kit enzimdtico
colorimétrico de CHOD-POD (Spinreact, Barcelona), mientras que
la de TG en plasma y en quilomicrones se cuantificd con el de GPO-
POD (Spinreact, Barcelona).
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2.5.d Determinaciones enzimdticas en el intestino del-
gado

Se determing la actividad de las enzimas antioxidantes
en homogenados de las muestras de duodeno, yeyuno e ileon en
tampon fosfato (50 mM, pH 7,4). Para medir la actividad SOD se
empled el método Nitroblue Tetrazolium (NBT) adaptado por San-
tos-Lopez et al. (31). Este método se basa en la produccion del ra-
dical superoxido por autooxidacion de hidrocloruro de
hidroxilamina que reduce el NBT a nitrito. La reaccion entre nitrito
y EDTA da lugar a complejos colorimétricos que se midieron a 560
nm. La actividad enzimdtica resultante se expresd como Ul/mg pro-
teina. La actividad CAT se determin6 como describe Aebi (32), mi-
diendo a 240 nm la descomposicion de H,0,; la actividad se expreso
como Ul/mg de proteina a 25 °C. La actividad GR se evalué emple-
ando el método descrito por Mannervik (33), que considera la re-
duccion de disulfuro de glutation por NADPH, y se expres6 como
nanomol de NADPH oxidado a NADP* por minuto y por miligramo
de proteina. La actividad GPx se analizo siguiendo el método
de Agarkov ef al. (34), en el que se cuantifica la oxidacion de
NADPH cuando el glutation oxidado se reduce por GR con H,0,
como sustrato. La actividad GPx se expresd como nanomol de
NADPH oxidado a NADP* por minuto y por miligramo de prote-
ina.

Dado que la absorcion de lipidos acontece fundamental-
mente en el yeyuno (35), se determinaron, en este segmento infes-
tinal, los niveles proteicos (abundancia) de las cuatro enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GR y GPx) y HO1 por Western Blot,
siguiendo el protocolo descrito en Macho-Gonzélez ef al. (36). Las
muestras se homogeneizaron con tampon de lisis que contiene
Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), SDS al 1 %, vanadato de sodio 1 mM y
0,01% coctel inhibidor de proteasa (todos de Sigma-Aldrich). La
proteina infestinal se midid utilizando el método de Lowry (37). Se
separaron cantidades iguales de proteina (30 g) a 150 V en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8 % (v/v) y, después de la migra-
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cion, se transfirio a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) (GE Healthcare, Madrid, Espafia) con Trans-Blot Turbo (Bio-
Rad, Madrid, Espaiia) durante 20 min y 2,5 mA. Las membranas
se bloquearon con albimina sérica bovina (BSA) al 5 % durante 1
hora y se incubaron con el anticuerpo primario [SOD: sc-11407;
CAT: s¢-271803; GR: sc-32886; GPx: sc-133160; HO1: sc-136960
(Santa Cruz Biotechnology, Quimigen, Madrid, Espafia)] durante
toda la noche a 4 °C. El anticuerpo secundario conjugado con pero-
xidasa (Santa Cruz Biotechnology, Quimigen, Madrid, Espaia) se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. La sefial de qui-
mioluminiscencia se detectd empleando el ECL Select-kit (GE He-
althcare, Madrid, Espaiia) y se ley6 en un ImageQuant LAS 500 (GE
Healthcare, Madrid, Espaiia). La densidad de banda se cuantifico
empleando el programa Quantity One v.4.2.6 y se cuantifico en re-
ferencia a la B-actina como control de carga.

La cuantificacion inmunohistoquimica se realizé segin la
técnica descrita por Garcimartin ef al. (38). Las muestras se incu-
baron con los correspondientes anticuerpos especificos policlonales
primarios y secundarios biotinilados (Santa Cruz Biotechnology,
Quimigen, Madrid). El sistema de deteccion se realizd usando
peroxidasa conjugada con estreptavidina (Sigma Aldrich. Madrid)
y se reveld por incubacion con 3,3"-diaminobenzidina (DAB) (Sigma
Aldrich, Madrid). La inmunorreactividad se determing por andlisis
de imagen usando un microscopio optico Leica DM LB2 acoplado a
una cdmara digital Leica DFC 320 (Leica. Madrid. Espaia). Para
medir la inmunorreactividad de NPCIL1, ACAT2 y MTP, las prepa-
raciones fueron estudiadas asignando una puntuacion a cada una
de ellas basdndonos en la intensidad de tincion (de 1 a 4) o el
porcentaje de células teidas en cada muestra.

2.6. Andlisis estadistico
Los resultados fueron expresados como media y desviacion
estandar. Se realizo la prueba de Levene para ratificar o descartar
la igualdad de las varianzas entre los grupos comparados. Las

Tabla 1. Compuestos de alteracion termooxidativa e hidrolitica en el aceite de girasol sin usar y tras 28 frituras de pescado.

PTG
Totdl C PTG DTG £ T6t  TGNox Téox D6 MG  AGL
DTG
AG(‘:;)"‘" 100 45 014 095 109 9697 9529 168 092 0 084
AG 28
fritoras 100 2265 292 976 1267 8544 7796 748 141 08 024
(mg)

Los datos corresponden a los valores medios de tres determinaciones. AG: aceite de girasol; CP: Compuestos polares; PTG: polimeros de triglicéridos; DTG: dimeros de
triglicéridos; TGt: triglicéridos totales; TGNox: triglicéridos no oxidados; TGox: triglicéridos oxidados; DG: diglicéridos; MG: monoglicéridos; AGL: dcidos grasos libres.
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Tabla 2. Alteracion termooxidativa e hidrolitica en el aceite de girasol tras 28 frituras de productos de pescado y en el contenido del lumen
gdstrico e intestinal para los grupos AG y AG-CFE tras 3 horas de su administracion in vivo.

Total P PTG DTG  PTG+DTG TGiotales TGNox  TGox DG MG AGL

Aceite de girasol 28 frituras (mg) 2000 452,90 5830 19512 25342 169677 154710 149,67 2828 1673 480

Lumen gdstrico (mg) 2768 10713 683 2073 27,5 2269 18054 4215 1507 000 22,35

_ Lumen intestinal (mg) 9783 8061 35 7191 147 21,53 722 431 0% 1232 315

é Lumen gastrointestinal (mg) 38551 18774 1040 28,64 39,04 1420 19777 4645 3603 1232 5391

N DS 6935 1037 29 402 336 23 M 754 1860 34 807
Digestibilidad (%)* 8072 5855 82,07 8532 84,60 85,61 8722 6896 2740 2638 -1023,09

Lumen géstrico (mg) 3%278 11968 863 2186 30,50 30589 24310 6279 1439 000 12,00

o Lumen intestinal (mg) 10955 7942 43 986 14,18 3544 013 53 269 966 2858

:§ Lumen gastrointestinal (mg) 47233 1991 1295 3172 44,68 WM 323 6811 307 966 4059

] DS 8876 1831 689 7,08 475 93,80 6546 2047 3058 626 832
Digestibilidad (%)* 7638 5604 71,78 8374 82,37 79,88 82,34 5449 2755 4227  -T4562

*Digestibilidad (%) = 100 x (cantidad administrada — remanente gastrointestinal) / cantidad administrada
Los datos corresponden a los valores medios de las determinaciones. DTG: dimeros de triglicéridos; PTG: polimeros de triglicéridos; TGtotales: triglicéridos fotales; TGNox: triglicéridos
no oxidados; TGox: riglicéridos oxidados; DG: diglicéridos; MG: monoglicéridos; AGL: dcidos grasos libres; DS: desviacién estdndar; CFE: extracto del fruto del algarrobo.

diferencias fueron analizadas mediante pruebas no pareadas de la t
de Student, aceptando diferencias significativas para p<0,05. El and-
lisis estadistico se realiz con el software IBM SPSS version 25.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EEUU).

3. RESULTADOS

3.1. Cuantificacién de la alteracion termooxidativa en el

aceite de girasol y en la grasa remanente en el limen
gdstrico e intestinal

Las 28 frituras de productos de merluza elevaron el conte-

nido de CP y de compuestos termooxidados en el aceite, afectando en

menor cantidad a los compuestos hidroliticos. Asi, el contenido de CP

y PTG+ DTG y TGox (datos en mg/100 mg aceite) se elevo de 4,53,
1,09y 1,68 en el aceite sin usar, a 22,65, 12,67 y 7,48 en el aceite
usado, respectivamente (Tabla 1).

La Tabla 2 representa el perfil de los compuestos polares
presentes en el AG tras las 28 frituras y en las grasas remanentes ex-
traidas del lumen gdstrico e intestinal. El contenido en los 2000 mg
de AG procedente de las 28 frituras administrados fue 253,42 mg de
PTG+ DTG; 1547,10 mg de TG no oxidados (TGNox); 149,67 mg de
TGox; 28,28 mg de DG; 16,73 mg de MG y 4,80 mg de AGL. Esta can-
tidad de aceite, aunque pueda parecer relativamente elevada, no pro-
dujo diarrea o esteatorrea en ninguna rata, coincidiendo con los
resultados de Olivero-David (7).
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Figura 4. Compuestos lipidicos en el lumen gastrointestinal. PTG: polimeros de triglicéridos; DTG: dimeros de triglicéridos; TGtotales: triglicéridos totales; TGNox: tri-
glicéridos no oxidados; TGox: triglicéridos oxidados; DG: diglicéridos; MG: monoglicéridos; AGL: dcidos grasos libres; AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol
y extracto del fruto del algarrobo. Las barras con asteriscos (media + desviacion estdndar) sefialan diferencias significativas debidas al CFE (AG vs. AG-CFE) (*p<<0,05).
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Figura 5: Cromatogramas HPSEC de: (A) fraccion polar de la grasa remanente en el lumen gdstrico de los animales que recibieron AG y AG-CFE; (B) grasa sin fraccionar remanente en el
lumen infestinal de los animales que recibieron AG y AG-CFE. PTG: polimeros de triglicéridos; DTG: dimeros de triglicéridos; TGt: triglicéridos fotales; TGox: triglicéridos oxidados; DG: di-

glicéridos; MG: monoglicéridos; AGL: dcidos grasos libres.

En la Figura 4 se expone el perfil de los componentes tanto
alterados como no alterados presentes en el remanente gastrointes-
tinal a las 3 horas de la administracion de 2000 mg de AG y AG-CFE.
El contenido gastrointestinal de grasa luminal presenté mayor canti-
dad de PTG+ DTG, TG totales, TGNox, TGox y menor cantidad de AGL
en el grupo AG-CFE (p<0,05).

En la Figura 5A se muestran dos cromatogramas que co-
rresponden, respectivamente, a la fraccion polar de la grasa rema-
nente en el estomago de las ratas que recibieron AG y AG-CFE. En la
Figura 5B se muestran dos cromatogramas que corresponden, respec-
tivamente, al total de la grasa remanente en el intestino de las ratas
que recibieron AG y AG-CFE.

Las diferencias fundamentales en los cromatogramas co-
rresponden al mayor porcentaje de compuestos hidroliticos (DG, MG
y AGL) en el caso del intestino.

Respecto a la comparacion entre grupos, en la grasa rema-
nente en el estomago se observaron menos compuestos hidroliticos
en AG-CFE vs. AG. En la grasa remanente en el intestino se encontra-
ron mds TG totales y menos compuestos hidroliticos en AG-CFE vs. AG.

3.2. Cuantificacion de la alteracion termooxidativa en el
aceite de girasol y en el lumen gdstrico e intestinal
Las concentraciones postprandiales plasmdticas de TG y co-
|esterol se muestran en la Tabla 3. Asimismo, se muestran las concen-
traciones de TG en los quilomicrones.
Se observa un efecto hipolipemiante en el grupo que recibio
CFE (AG-CFE) respecto al grupo AG. Asi, las concentraciones de coles-
terol y TG plasmdicas fueron significativamente menores (p<0,001)
en el grupo AG-CFE vs. AG. Asimismo, la concentracion de TG en los
quilomicrones fue significativamente menor (p<<0,05) en el grupo
AG-CFE vs. su control AG.

P
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YEYUNO DUODENO

fLEON

B) NPC1L1

1L L o

Duodeno

-

Score de inmunorreactividad
N

Yeyuno ileon

CJ AG 3O AG-CFE

Figura 6. Inmunolocalizacion del transportador NPCIL1 (A) y cuantificacién de la
inmunorreactividad (B) en las ratas que recibieron AG o AG-CFE. Las flechas rojas
sefialan la inmunoexpresion de NPCIL1 en los enterocitos. Las flechas amarillas
indican la inmunoexpresion de NPCIL1 en células de la Idmina propia. Las barras
con asteriscos (media + desviacion estdndar) sefialan diferencias significativas de-
bidas al CFE (AG vs. AG-CFE) (*p<0,05). NPCIL1: transportador Niemann-Pick
(1-like 1; AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y exiracto del fruto del
algarrobo.
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Tabla 3. Concentracion postprandial de colesterol y triglicéridos en
plasma y triglicéridos en quilomicrones en las ratas de los grupos
AGy AG-CFE.

Media = DE
1120 = 47
Colesterol en plasma (mg/dL)
AG-CFE 871 32"
3007 =194
Triglicéridos en plasma (mg/dL)
AG-CFE 1993 + 46,5 ***
Triglicéridos en quilomicrones AG 46+68
(mg/dL) AG-CFE 02+ 64°

Valores expresados como media =+ desviacion estdndar (DE). Los asteriscos se-
fialan diferencias significativas entre los grupos AG y AG-CFE. (*p<0,05;
***n<0,001). AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y exiracto del
fruto del algarrobo.

3.3. Capacidad de absorcién lipidica
3.3.a Inmunolocalizacion y cuantificacion de la inmuno-
rreactividad del transportador NPCIL1

La Figura 6A muestra la inmunolocalizacion de NPCIL1 en
duodeno, yeyuno e ileon. Observamos que los enterocitos expresaron
la proteina NPCIL1 en su dominio apical para asegurar la captacion
de esteroles en el intestino. Ademds, detectamos la presencia de
NPCILT en células del interior de la ldmina propia de las vellosidades
y en la parte basal de las criptas.

La Figura 6B representa la cuantificacion de la inmunorre-
actividad de NPCIL1 en los tres segmentos del intestino delgado. La
incorporacion del CFE en el AG tiende a regular al alza el marcaje de
NPCIL1 duodeno, yeyuno e ileon, detectando diferencia significativa

Segun el patron de distribucion del transportador a lo largo
del infestino, se observa que ambos grupos de animales presentaron
niveles mds bajos del fransportador NPCIL1 en ileon. Los mayores
niveles de NPCIL1 se detectaron en el yeyuno del grupo AG-CFE, lo-
calizacion en la que sucede principalmente la captacion y absorcion
de esteroles (fanto de origen animal como vegetal) (35).

3.3.b Inmunolocalizacion y cuantificacion de la in-
munorreactividad de la proteina intestinal ACAT-2

Los resultados de la inmunohistoquimica de ACAT-2 en los
tres segmentos se muestran en la Figura 7A. El marcaje de ACAT-2 se
localizd en el citoplasma de los enterocitos, fundamentalmente en la
region apical de la vellosidad. La Figura 7B representa los resultados
relativos al marcaje de ACAT-2 en los tres segmentos infestinales, ex-
presando como porcentaje de enterocitos positivos.

El yeyuno fue el segmento infestinal con mayor expresion
de ACAT-2. La administracion de CFE provoco cambios en el marcaje
de ACAT-2 en el duodeno, donde el grupo AG-CFE mostré una mayor
expresion respecto a AG (p<<0,05).

3.3.c Inmunolocalizacién y cuantificacion de la
inmunorreactividad del transportador MTP

La Figura 8A muestra la inmunolocalizacion del transpor-
tador MTP en los fres segmentos del intestino delgado. La intensidad
del marcaje de MTP disminuyé desde las regiones proximales a las
distales del infestino. El marcaje para MTP se localizd especificamente
en el citoplasma de los enterocitos, asociado a la region apical de las
vellosidades intestinales. No se observ inmunorreactividad para MTP
en las células de la lamina propia, en las células globosas, en las criptas
de Lieberkiihn de la mucosa, ni tampoco en ofras capas de la pared
intestinal, demostrando la especificidad del enterocito para expresar

(p<0,05) en duodeno. MTP
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Figura 7. Inmunolocalizacién de la proteina ACAT-2 (A) y cuantificacion de la in-
5 munorreactividad (B) en las ratas que recibieron AG o AG-CFE. Las barras con
= asteriscos (media + desviacién estdndar) sefialan diferencias significativas de-

bidas al CFE (AG vs. AG-CFE) (*p<<0,05). ACAT-2: Acetil-CoA acetiltransferasa
2; AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y extracto del fruto del alga-
rrobo.
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Figura 8. Inmunolocalizacién del transportador MTP (A) y cuantificacion de la inmu-
norreactividad (B) en las ratas que recibieron AG o AG-CFE. Las barras con asteriscos
(media + desviacion estdndar) sefialan diferencias significativas debidas al CFE (AG
vs. AG-CFE) (*p<<0,05). MTP: proteina de transferencia de triglicéridos microsomales;
AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y extracto del fruto del algarrobo.

En la Figura 8B se presentan los resultados de la cuanti-
ficacion de la inmunorreactividad de MTP en el intestino delgado.
El duodeno y el yeyuno de los grupos AG y AG-CFE presentaron un
patron similar de expresion del transportador. EI CFE moduld la in-
munorreactividad de MTP en el ileon. Asi, el grupo AG-CFE respecto
a AG mostro valores de MTP significativamente mayores en el ileon
(p<<0,05).

3.3.d Evaluacion del estado antioxidante intestinal

La Figura 9 muestra las actividades de las enzimas SOD,

CAT GR y GPx en los tres segmentos del intestino delgado. En tér-

minos generales, las actividades SOD, GR y GPx fueron mds eleva-
das en yeyuno; sin embargo, la actividad CAT resulté mayor en
ileon.

En los animales a los que se administro AG-CFE se encon-
traron actividades significativamente menores de SOD en yeyuno
(p<<0,05) en comparacion con su respectivo control AG. El grupo
AG-CFE mostr una mayor actividad de CAT en el duodeno y menor
en el ileon frente al grupo AG (p<<0,001 y p<0,05, respectiva-
mente). La actividad de GR fue significativamente menor en la frac-

SOD
59
« 41 *
&
[}
- -
3 3
S
o 24
E 2
0 T T T
Duodeno Yeyuno fleon
GR
400+
g
£ 5
+ 3004
o
a
o
£ 2004
£
E
3 100 ﬁ
c
1) T T T
Duodeno Yeyuno fleon

CAT
501
*
o 401
&
2 404
° 30
s e
o 204
g 20
: 10- ’l‘
0 T T
Duodeno Yeyuno lleon
GPx
2504
©
$ 200
5 2
.g. 150_ kR
o
E
£ 1001
E
© x
1=
0 T T T
Duodeno Yeyuno lleon

] AG [ AG-CFE

Figura 9. Actividades antioxidantes en los tres segmentos intestinales de las ratas que recibieron AG o AG-CFE. Las barras con asteriscos (media + desviacion estdndar)
sefialan diferencias significativas para las comparaciones entre AG vs. AG-CFE (*p<<0,05; ***p<0,001). SOD: superdxido dismutasa; CAT: catalasa; GR: glutation reductasa;
GPx: glutation peroxidasa; AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y extracto del fruto del algarrobo.
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Figura 10. Niveles de proteinas antioxidantes intestinales (SOD, CAT, GR y GPx)
y hemoxigenasa 1 determinados por Western Blot en el yeyuno de las ratas que
recibieron AG o AG-CFE. Las barras con asteriscos (*p<0,05; **p<0,01) sefialan
diferencias significativas entre el grupo AG-CFE y AG. SOD: superdxido dismutasa;
CAT: catalasa; GR: glutation reductasa; GPx: glutation peroxidasa; HO1: hemo-
xigenasa 1. AG: aceite de girasol; AG-CFE: aceite de girasol y exiracio del fruto
del algarrobo.

cion yeyunal de las ratas AG-CFE vs. AG (p<0,05). La actividad
GPx fue significativamente menor en la fraccion yeyunal de los ani-
males AG-CFE con respecto a su control AG (p<0,001).

La Figura 10 muestra los niveles proteicos de las cuatro
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GR y GPx) y HO1 en el yeyuno.
Se selecciond solo la fraccion yeyunal atendiendo a los cambios ob-
servados en las actividades enzimdticas y por ser el segmento in-
testinal en el que tiene lugar la mayor absorcidn de grasa (35). Se
estudiaron las posibles diferencias en los niveles de estas proteinas
en funcién del producto administrado (AG o AG-CFE).

La administracion conjunta del aceite con CFE incremento
significativamente (p<0,05) los niveles proteicos de SOD vs. el
grupo AG, a la vez que redujo significativamente los niveles de CAT
y HOT (p<0,05) en AG-CFE vs. AG.

4. DISCUSION

La concentracion de CP en el AG sin usar sefiala que se
trataba de un aceite de buena calidad segin Lumley (39). La fritura
repetida de palitos y filetes de merluza a 180 °Cen AG, con adicion
de aceite cada 4 frituras, incrementd la alteracion termooxidativa
de este aceite. El nivel de CP superd ligeramente el valor de 20
mg/100 mg de aceite, por lo que este aceite era ain vdlido para su
consumo en humanos atendiendo a la legislacion vigente en Espana
(10). Sin embargo, su contenido en PTG + DTG superd el 10-12
%, por lo que, segin la Sociedad Alemana para la Investigacion
de las Grasas (9), este aceite deberia ser rechazado para el consumo
humano. La falta de equivalencia entre CP y PTG ha sido ya indi-

0

®

cada (8), particularmente en aceites con alto contenido de dcidos
grasos poliinsaturados (40).

Considerando las cantidades medias de grasa en el lumen
gastrointestinal, la digestibilidad de los aceites testados a las tres
horas fue del 80,72 % en el grupo AG y del 76,38 % en el grupo
AG-CFE. Igualmente, del aceite administrado el 4,89 % en el grupo
AG y el 5,48 % en el grupo AG-CFE se encuentra en el lumen in-
testinal adn sin absorberse, lo que muestra el efecto inhibidor de
la digestion al afiadir CFE. Stanley ef al. (41), Oliveira ef al. (42),
Macho-Gonzdlez et al. (26) y Gongalves et al. (43) han sefialado el
efecto inhibitorio de las proantocianidinas sobre la lipasa pancred-
tica, lo que explicaria el efecto inhibidor de la digestion encontrado.

La digestibilidad gastrointestinal de los compuestos de
polimerizacién (PTG+DTG) y oxidacion (TGox) fue menor en el
grupo AG- CFE vs. AG (82,37 % vs. 84,60 % y 54,49 % vs.
68,96 %, respectivamente) (Tabla 2). Estos resultados recuerdan a
los de Olivero-David (7) y Marquez-Ruiz (2), quienes sefialan que
la presencia de compuestos poliméricos reduce la accion de la lipasa
pancredtica. Ademds, apoyan la idea de que en el estomago hay
una elevada produccion de ROS, en este caso de TGox (7). En el
lumen gastrointestinal, se encontrd mayor cantidad de PTG+ DTG
y TGox en AG-CFE (Figura 4), a pesar del efecto tedricamente
antioxidante del CFE.

En el lumen intestinal la cantidad de grasa no absorbida
tendio a ser mds elevada en el grupo AG-CFE, aunque no se en-
contraron diferencias significativas. La digestion a nivel intestinal
se relaciona fundamentalmente con la presencia de la lipasa pan-
credtica y la naturaleza adsorbente y gelificante del CFE. No obs-
tante, puede sugerirse que la presencia de mayores niveles de CFE
y TGox provocan un atrapamiento de la lipasa y, por tanto, un
menor efecto de esta enzima sobre los TGox y TGNox. Estudios pre-
vios sefialan que la presencia de PTG, DTG y de TG condiciona la
hidrdlisis de los TGNox, mientras que la disminucion de TGNox re-
duce la eficacia de la hidrolisis de los TGox y de PTG (2, 7, 17). El
aumento de la grasa remanente y, en parte, la reduccion de la li-
pemia postprandial se deben a la ralentizacion de la digestion de
la grasa por la presencia de fibra insoluble (celulosa y hemicelulosa)
aportada por el CFE. Esta fibra provocaria el retraso en el vacia-
miento gdstrico y, por ende, en la digestion y absorcion de los lipidos
(26). Datos preliminares no mostrados en este trabajo sefialan que
el contenido de polimeros en las heces recogidas durante los 3 il-
timos dias del estudio es mayor en el grupo AG-CFE vs. AG (un 6
% mads excretado). Por lo tanto, a pesar de que se observe mayor
cantidad de polimeros en el lumen gastrointestinal, el potencial
daiio que pudieran causar es contrabalanceado por la capacidad de
excrecion de estos compuestos.

Los resultados de este estudio demuestran los beneficios

Efectos protectores de las proantocianidinas a nivel intestinal frente a es-

trés termooxidativo por ingestion de aceite de girasol utilizado en fritura B‘
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Figura 11. Resumen de los procesos relacionados con la absorcion de lipidos y formacion de quilomicrones. Se resumen los mecanismos que relacionan el consumo de
colesterol y TG, la presencia de colesterol biliar y dietético en el lumen intestinal con la formacion de los quilomicrones plasmdticos. LPL: lipofosfolipidos; NPCIL1:
transportador Niemann-Pick C1-like 1; SR-BI: receptor eliminador de clase B fipo I; IAP: fosfatasa alcalina intestinal; ACAT- 2: acetil-CoA acetiltransferasa 2; MTP:

proteina de transferencia de triglicéridos microsomales.

del consumo de CFE simultdneo a la ingesta de AG alterado por la
fritura repetida de pescado empanado. Para ello hemos analizado
las concentraciones plasmdticas de colesterol y TG y las de TG en
quilomicrones, la inmunorreactividad de las proteinas NPCILI,
ACAT-2 y MTP y la actividad y abundancia de las enzimas anti-
oxidantes intestinales.

Estudios previos con CFE sugieren una reduccion de la li-
pemia postprandial en ratas (26) e incluso en ensayos clinicos en los
que se empled el CFE como ingrediente funcional incluido o no en
una matriz ldctea (44, 45). Por ello, se evalud si el CFE puede reducir
la lipemia postprandial promovida por el consumo de AG térmica-
mente alterado y oxidado. Se observa que el grupo AG-CFE presento
menor cantidad de colesterol y TG plasmdticos y de TG en quilomi-
crones (Tabla 3). Adicional a la accién inhibitoria de la lipasa
pancredtica comentada con anterioridad, cabe sefalar que el CFE
impide la accion de las sales biliares sobre las goticulas de grasa
(22, 23).

La informacion sobre como afecta el consumo de aceites
termooxidados a la distribucion y niveles de los principales trans-
portadores y enzimas implicados en la absorcion de lipidos a nivel
intestinal es bastante limitada. La absorcion de los TG y el colesterol
ingeridos se produce en el borde en cepillo de los enterocitos. En su
absorcion estdn implicados, entre ofros, el transportador de colesterol
NPCILI, la enzima ACAT-2 que esterifica el colesterol, y la proteina
MTP que es imprescindible en el ensamblaje de los quilomicrones
en el intestino (14,15) (Figura 11). Los cambios en la expresion de
estas proteinas pueden conllevar una modificacion de la absorcion
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de grasa y una extensa regulacion de todos los sistemas implicados
en el mantenimiento de los niveles de grasa corporal (13-15). Por
ello, la repercusion que pueda tener la ingestion de fibra insoluble
rica en faninos condensados junto con un aceite alterado sobre la
localizacion y expresion de estas proteinas puede ser relevante para
caracterizar sus efectos sobre la lipemia.

La expresion de las proteinas NPCILT, ACAT-2 y MTP se
analiz por inmunohistoquimica. ACAT-2 y MTP se inmunolocaliza-
ron exclusivamente en el citoplasma de los enterocitos (46) mientras
que NPCIL1 se inmunolocalizo en la region apical de estas células,
en la parte basal de las criptas y también en las células del interior
de la Iamina propia (Figura 12). Este hecho contrasta con los resul-
tados de Chang ef al. (46), que detectaron la inmunoexpresion de
NPCIL1 exclusivamente en los enterocitos y en las criptas. Descono-
cemos el porqué de las diferencias, pero pueden deberse a la técnica
utilizada para detectar la inmunoexpresion de NPCILI.

El CFE reduce la concentracion de lipidos postprandiales a
pesar de la mayor inmunorreactividad de NPCIL1 y ACAT-2 en el
duodeno y de MTP en el ileon del grupo AG-CFE con respecto a sus
controles. La regulacion de la expresion de estas proteinas es com-
pleja y no se encuentra completamente dilucidada. El aumento de
la inmunorreactividad de NPCIL1 hallada en duodeno puede ex-
plicarse debido a un efecto estimulante del CFE sobre su expresion
ya que este extracto, aunque rico en proantocianidinas, contiene
ofros componentes como esteroles vegetales que también utilizan
para su absorcion al transportador NPCIL1 (35). Los esteroles ve-
getales reducen los niveles de colesterol a través de diferentes me-
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de contraste. Las puntas de las flechas sefialan células positivas para el marcaje de NPCILT. NPCIL1: transportador Niemann-Pick C1-like 1.

canismos (47) entre los que se encuentra la modificacion del flujo
de colesterol. Por ello, pensamos que el aumento del flujo hacia el
lumen intestinal promovido por los esteroles vegetales del CFE po-
dria estar regulando al alza la expresion de NPCIL1. Complemen-
tariamente, hay que tener en cuenta el efecto de secuestro propio
de la fibra, capaz de embeber al colesterol dietético y biliar. Este
hecho podria disminuir el contacto del colesterol con la mucosa in-
testinal, evitar su absorcion y estimular la regulacion al alza de la
expresion de NPCIL1 (15,48). Resultados similares fueron publica-
dos por Huff et al. (16) que observaron un aumento de la expresion
de NPCILT en la mucosa intestinal de los animales alimentados con
una diefa escasa en colesterol, mientras que disminuyd la expresion
de NPCIL1 en los animales alimentados con una dieta hipercoles-
terolemiante. La mucosa intestinal estd directamente expuesta a
dcidos grasos oxidados de origen dietético y este tejido experimenta
facilmente desequilibrios redox y estrés oxidativo después de la in-
gestion de grandes cantidades de grasa oxidada (49). En cuanto a
la mayor inmunorreactividad de ACAT-2 en duodeno, pensamos que
puede deberse al aumento de TGox presentes en el intestino. Wang
et al. (50) determinaron que la enzima ACAT-2 es altamente sen-
sible al estrés oxidativo intestinal y puede aumentar su expresion
por la presencia de una mayor cantidad de ROS en el intestino. El
aumento en el ndmero de frituras genera ROS que pueden oxidar
el residuo de ubiquitinacion de ACAT-2, estabilizando asi la proteina
y evitando su degradacion. La estabilizacion de ACAT-2 tiene un
efecto claramente beneficioso, pues disminuye la lipotoxicidad y estd
relacionada con menor susceptibilidad de resistencia a la insulina
(50). Ighal et al. (48) sealan que la regulacion de MTP no depende
de la expresion ni de la actividad de ACAT-2, lo que explicaria que
aun encontrdndose modificada la inmunorreactividad ACAT-2 no se

encuentren cambios en la expresion de MTP en la fraccion duodenal.
Sin embargo, si que se detecta mayor inmunorreactividad de MTP
en el ileon de las ratas administradas con AG-CFE vs. AG. Como
hemos comentado, el CFE es capaz de inhibir parcialmente la lipasa
pancredtica (26), reduciendo la hidrdlisis de los TG en AGL y MG
que puedan difundir al enterocito. Adicionalmente, los AGL y MG
pueden ser embebidos en la matriz de la fibra insoluble, impidiendo
también la difusion al interior del enterocito. De esta forma se ex-
plica el aumento de la inmunorreactividad de MTP, ya que esta en-
zima podria aumentar su expresion cuando existen niveles reducidos
de AGL. A su vez, las menores tasas de AGL explicarian los niveles
mds bajos de TG en quilomicrones y en plasma en el grupo AG-CFE
vs. AG. Todos estos hechos sugieren que el CFE impide la captacion
de TG y colesterol. Sin embargo, serian necesarios mds estudios que
evalden los mecanismos por los que se produce tal efecto sobre los
lipidos en el intestino. No obstante, pueden existir otros mecanismos
tales como: la reduccion de la capacidad de micelizacion, la dismi-
nucion de la actividad (pero no de la expresion) de las proteinas
implicadas, la mayor actividad de los transportadores ABCG5/G8,
efc. (51).

La menor lipemia y quilomicronemia postprandial obser-
vada en el grupo AG-CFE puede considerarse un factor positivo,
dada la relacion entre lipemia postprandial elevada y el riesgo car-
diovascular (52, 53). Por otro lado, las ROS que continuamente se
forman en nuestro organismo, presentan en general una gran agre-
sividad oxidativa celular y parecen estar relacionadas con distintos
procesos patoldgicos. Las proantocianidinas presentes en el CFE
muestran una gran capacidad antioxidante, siendo capaces de in-
crementar la expresion del sistema antioxidante intestinal.

El papel protector del intestino delgado frente agresiones

Efectos protectores de las proantocianidinas a nivel intestinal frente a es-
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Figura 13. Esquema general del sistema del glutation implicado en la eliminacion del anion superdxido y del peréxido de hidrdgeno y recuperacion de los niveles de glutation
reducido. SOD: superdxido dismutasa; CAT: catalasa; GR: glutation reductasa; GPx: glutation peroxidasa; GSH: glutation reducido; GSSG: glutation peroxidado.

prooxidantes relacionadas con la dieta es ain poco conocido.
Nuestros resultados seiialan cdmo la abundancia y actividad de las
principales enzimas antioxidantes intestinales (SOD, CAT, GR y GPX)
y HO1 se modifican al ingerir CFE junto con AG termooxidado. La
mayor reduccion en la actividad enzimdtica se produijo en el yeyuno,
donde el CFE disminuyo la actividad SOD, GR y GPx. Sin embargo,
aumentd la actividad CAT en duodeno al tiempo que disminuyo en
ileon (Figura 9). La abundancia de las enzimas antioxidantes
(Figura 10) fue mayor para SOD y menor para CAT y HO1 en los
yeyunos de las ratas AG-CFE que en las ratas AG. La mayor actividad
de catalasa en duodeno en el grupo AG-CFE no es fdcil de explicar,
dado que es el yeyuno el segmento que contribuye de manera mds
importante a la digestion y absorcion de grasa. No obstante, debe
recordarse que a nivel intestinal se encontraron cantidades mds ele-
vadas de TGox en el grupo AG-CFE que, aunque permanecen menos
accesibles a la lipasa pancredtica, si pueden transferir radicales oxi-
dantes a las lipoproteinas de membrana de los enterocitos duode-
nales, demandando mayor actividad antioxidante para su
eliminacion. Aunque la accion de la catalasa se ha definido clara-
mente como enzima eliminadora de H,0,, Yokozawa ef al. (54) han
sefialado que, en algunos tejidos, a concentraciones menores de
100 mol de perdxidos y en presencia de proantocianidinas, es la ca-
talasa el enzima que contribuye preferentemente a eliminar los pe-
roxidos, siendo mucho menos relevante la accion de la GPx
(Figura 13). No obstante, otros posibles mecanismos indican que se
encuentran gran cantidad de peroxisomas en la region apical de
los enterocitos maduros que se descaman, y que la administracion
de aceites oxidados en ratas Wistar regula al alza la expresion gé-
nica de las enzimas acil-CoA oxidasa y citocromo p450 4A1cy activa
PPARc. (55), reduciendo significativamente el ARNm y las activi-
dades de enzimas lipogénicos (56). Debe recordarse que tanto la
accién de HOT (isoformas del citocromo p450) como PPARc: inducen
produccion peroxisomal y microsomal de radicales de oxigeno re-
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quiriendo mayor activacion de la catalasa (57).

Teniendo en cuenta la abundandia y la actividad enzimd-
tica, la menor activacion del sistema antioxidante intestinal sugiere
que se demandan menos recursos enddgenos para neutralizar el
poder prooxidante del AG termooxidado. Es bien sabido que las
proantocianidinas actéan como poderosos captadores de radicales
libres (15,24,25), por lo que se requeriria menor actividad SOD
para neutralizar el anién superdxido (Figura 13).

Rtibi ef al. (58) sugirieron que un suplemento dietético
conteniendo algarrobo podria usarse para prevenir enfermedades
relacionadas con el exceso de radicales libres. De igual modo, la in-
fraactivacion del sistema glutation puede deberse a la menor pre-
sencia de especies oxidantes en el grupo AG-CFE vs. AG. Estas
enzimas tienen un papel fundamental en la eliminacién de perdxi-
dos (de hidrégeno, lipidicos y orgdnicos). Yang ef al. (59) sefialan
que las proantocianidinas disminuyen la peroxidacion lipidica. Este
hecho sugiere que el CFE permite asegurar la actividad del sistema
glutation, mejorando la respuesta del intestino a un posible estrés
oxidativo y protegiendo a la mucosa intestinal. Sin embargo, de-
bemos sefialar que algunas actividades y abundancias de enzimas
antioxidantes intestinales permanecen similares en ambos grupos
de ratas, debido probablemente al alto contenido en antioxidantes
de la dieta de mantenimiento que consumen.

La HOT es un enzima inducible cuya expresion aumenta
por una variedad enorme de agentes (60). En condiciones de estrés,
la HOT se transloca al nicleo donde regula su propia expresion. La
localizacion nuclear de HO1 se ha relacionado con la proteccion con-
tra el estrés oxidativo y las agresiones proinflamatorias mediante
la regulacion positiva de los genes antioxidantes y la regulacion del
sistema inmune. Sin embargo, en su funcion de proteger las células,
también se ha observado que aumenta la supervivencia y suprime
las vias apoptdticas, por lo que puede llegarse a producir una pro-
liferacion incontrolada y progresion hacia la carcinogénesis. Los me-
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nores niveles de proteina de HO1 podrian estar asociados con la
disminucion de los TGox ya discutida.

A pesar de los resultados positivos obtenidos, este estudio
presenta algunas limitaciones, entre las que podemos destacar: (1)
el nmero de animales de experimentacion empleado fue reducido,
(2) el estudio se realizd solo en ratas macho, (3) solo se testé una
dosis de CFE, (4) la dieta de mantenimiento contenia componentes
antioxidantes y (5) la duracién del estudio fue dnicamente de una
semana.

5. CONCLUSIONES

La fritura repetida de palitos de merluza eleva los pro-
ductos de hidrolisis, termooxidacion y de polimerizacion en el aceite
que recomendaria su descarte segin la Sociedad Alemana para la
Investigacion de las Grasas (9), aunque segdn la legislacion espa-
iiola este aceite podria ser adn consumido. La administracion de
este aceite termooxidado provoca la presencia de compuestos de
polimerizacion y de TGox y TGNox en el lumen gdstrico e infestinal.
La administracion conjunta de AG y CFE reduce la digestion y ab-
sorcion de la grasa y la lipemia postprandial, ayuda a mantener el
estado antioxidante intestinal y favorece la eliminacion de los com-
puestos polimerizados a través de las heces.

Lista de Abreviaturas

ACAT-2, acetil-CoA acetiltransferasa 2; AG, Aceite de gi-
rasol; AGL, dcidos grasos libres; CAT, catalasa; CFE, extracto de al-
garrobo; CP. compuestos polares; DG, diglicéridos o diacilgliceroles;
DTG, dimeros de triglicéridos; GPx, glutation peroxidasa; GR, glu-
tation reductasa; HOT, hemo-oxigenasa-1; MG, monoglicéridos o
monoacilgliceroles; MTP. proteina de transferencia de triglicéridos
microsomales; NPCIL1, transportador Niemann-Pick C1-like 1;
PTG, polimeros de triglicéridos; ROS, especies reactivas de oxigeno;
SOD, superdxido dismutasa; TG, triglicéridos o triacilgliceroles;
TGNox, triglicéridos no oxidados; TGox, triglicéridos oxidados.
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