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RESUMEN

Influencia de los productos de la reaccién entre lipi-
dos oxidados (4,5 (E)-epoxy-2(E)-heptenal y 4,5 (E)-epoxy-
2 (E) -decenal) y lisina sobre la utilizacion de zinc y calcio:
ensayos en células Caco-2.

Se estudi6 la influencia de la presencia de productos obteni-
dos en la reaccién de dos lipidos oxidados (4,5(E)-epoxy-2(E)-
heptenal, EH, y 4,5(E)-epoxy-2(E)-decenal, ED) con el
aminodcido lisina (EH-L y ED-L), sobre la absorcion de zinc y cal-
cio, comparandolos frente a una mezcla de fructosil-lisina (F-L).
Los ensayos se realizaron con células Caco-2 sembradas en pla-
cas bicamerales. La adicién de las muestras EH-L, ED-L y F-L al
medio de cultivo supuso una reduccién significativa en el Zn
transportado a través de la monocapa de células, mucho mas
marcada ante la presencia de EH-L. También se redujo significati-
vamente la captacion celular de Zn, sin diferencias entre las dis-
tintas muestras ensayadas. Sin embargo, el transporte de Ca no
se vio modificado. Por lo tanto, los productos pardos lipido-ami-
noacidicos ensayados parecen afectar negativamente la disponi-
bilidad del Zn, sin tener efectos notables sobre la del Ca.

PALABRAS-CLAVE: Calcio - Células Caco-2 - Lipidos oxi-
dados - Reaccion lipido-aminoacido - Zinc.

SUMMARY

Effects of oxidized lipids (4,5 (E)-epoxy-2(E)-heptenal
and 4,5 (E)-epoxy-2 (E) -decenal) and lysine reaction products
on zinc and calcium utilization: assays in Caco-2 cells.

The influence of the presence of brown products from the
reaction between two oxidized lipids (4,5 (E)-epoxy-2(E)-heptenal,
EH, and 4,5 (E)-epoxy-2 (E)-decenal, ED) and lysine (EH-L and
ED-L) on zinc and calcium utilization was studied, and compared
with a fructosyl-lysine mixture (F-L). Assays were carried out in
Caco-2 cells grown in bicameral chambers. The Zn transported
across the cell monolayer was significantly lower in the presence
of the EH-L, ED-L and F-L samples, specially with EH-L.
Significant decreases in Zn uptake were also observed, with no
differences between samples. However, calcium transport was no
modified. Thus, the assayed lipid-aminoacid brown products seem
to have negative effects on Zn availability, whereas Ca availability
appears to be unaffected.

KEY-WORDS: Caco-2 cells - Calcium - Lipid-protein
reaction - Oxidized lipids - Zinc.

1. INTRODUCCION

Durante el procesado y la conservacién de ali-
mentos se producen multitud de reacciones entre

distintos componentes, muchas de ellas favorecidas
por el calor. Entre éstas, las mas frecuentes son las
reacciones de pardeamiento no enzimatico, siendo
la mas tipica la Reaccion de Maillard (RM) que se
desarrolla fundamentalmente entre el grupo amino
de un aminoécido y el grupo carbonilo de un azlcar
reductor, dando lugar normalmente a compuestos
pardos, a menudo perseguidos en la preparacion de
los alimentos por conferir caracteristicas organolép-
ticas de color, aroma y sabor agradables. Ademas de
los azlcares reductores, otros compuestos carboni-
los, particularmente los de los lipidos oxidados, son
capaces de reaccionar con los grupos amino en re-
acciones tipo Maillard, dando lugar a pigmentos ma-
cromoleculares pardos (Hidalgo et al., 1992, Zamora
e Hidalgo, 1994, 1995).

La peroxidacion de los lipidos se ve acompafiada
de la formacion de diversos compuestos, entre los
gue se encuentran multitud de aldehidos proceden-
tes de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) muy
distintos y obtenidos a través de diferentes rutas. En-
tre estos aldehidos se ha descrito el desarrollo de
4,5-epoxy-2-alquenales, principalmente 4,5 (E)-
epoxy-2(E)-heptenal (EH) y 4,5 (E)-epoxy-2 (E) -de-
cenal (ED) (Swoboda y Peers, 1978; Gardner y
Selke, 1984). El EH es un producto de la oxidacion
de &cidos grasos n-3 pentaenoicos, obtenido por un
mecanismo que parece comun para diferentes PU-
FAs. Asi, cuando el producto inicial de la reaccién es
el acido linoleico (C18:2n6), el epoxialquenal que se
obtiene es el ED. Ambos aldehidos son capaces de
reaccionar con los grupos amino, los aminoacidos y
las proteinas, dando lugar a compuestos de natura-
leza pirrélica que poseen color y fluorescencia (Za-
mora e Hidalgo, 1994, 1995).

Entre las consecuencias fisiolégicas y nutritivas
de los productos de pardeamiento no enzimatico, la
mas conocida y aceptada es la pérdida del valor nu-
tritivo de los alimentos, centrada fundamentalmente
en la proteina y sus aminoacidos (Mauron, 1985). Es
conocido que en diversos tratamientos culinarios e
industriales de los alimentos, especialmente de los
ricos en grasa, pueden desarrollarse fenémenos de
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peroxidacion lipidica con formacién de compuestos
poliméricos (Pokorny, 1980), que pueden afectar a la
proteina disminuyendo la disponibilidad e incluso el
contenido de algunos aminoéacidos (Beamonte y
Castrillon, 1989). Durante el deterioro proteico pro-
ducido por los lipidos peroxidados, el aminoacido
que se altera en mayor grado es la lisina (Karel,
1984). Asi, en ensayos realizados calentando casei-
na con aceite a 110°C durante 90 minutos, se han
observados descensos significativos en los valores
de lisina disponible (Navarro et al., 1988).

Ademas de los efectos negativos en el valor bio-
l6gico de la proteina de la dieta, en los dltimos afios
se viene prestando especial atencion al efecto de los
productos de la RM (PRM) sobre el metabolismo mi-
neral, ya que parece que estos compuestos pueden
comportarse como polimeros aniénicos que forman
complejos moderadamente estables con algunos mi-
nerales (Rendleman, 1987), capaces de afectar su
biodisponibilidad. En este sentido, la bibliografia ac-
tual es escasa y contradictoria, y los resultados de-
penden en gran medida de los productos utilizados y
de las condiciones experimentales. Trabajos realiza-
dos por nuestro grupo de investigacion en ratas de-
muestran que el consumo de dietas conteniendo
mezclas de caseina-glucosa-fructosa calentada
afectan la eliminacién urinaria de zinc (Navarro et al.,
2000) y calcio (Seiquer et al., 2001), mermando, en
el primer caso, su digestibilidad y absorcién.

A pesar de la existencia de datos que confirman
la influencia de los PRM amino&cido-azucar sobre la
utilizacién de los minerales de la dieta, poco se sabe
respecto al posible efecto de los PRM resultantes de
la interaccién aminoéacido-lipido oxidado. Los Gnicos
trabajos que pudieran estar relacionados a este res-
pecto son los de Garcia Arias et al. (1993), que ob-
servan descensos en la utilizacion del Zn en ratas
alimentadas con dietas conteniendo atin procesado
como fuente proteica y fuente parcial de grasa.

En los Ultimos afios se ha incrementado el uso de
los cultivos celulares para los estudios de nutricion.
La linea celular Caco-2, derivada de adenocarcino-
ma de colon humano, se diferencia espontaneamen-
te en cultivo, exhibiendo caracteristicas estructurales
y funcionales de los enterocitos maduros, con las mi-
crovellosidades del borde en cepillo bien desarrolla-
das (Pinto et al., 1983). Diversos estudios han
demostrado que las células Caco-2 proporcionan un
modelo in vitro Unico para estudiar los aspectos mo-
leculares del transporte de Ca (Gama et al., 1997;
Fleet y Wood 1999; Seiquer et al., 2001) y de la cap-
tacién y transporte de Zn (Navarro et al., 2000; Sei-
quer et al., 2000).

Los compuestos pardos procedentes de la reac-
cién lipido oxidado-proteina han sido estudiados en
cuanto a su actividad antioxidante (Alaiz et al., 1996,
1997), aunque, como ya se ha comentado, nada se
sabe de sus efectos sobre el metabolismo mineral.
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Por lo tanto, creemos que seria importante profundi-
zar al respecto, ya que la oxidacion de los PUFAs es
frecuente en el procesado de alimentos como el pes-
cado, de alto contenido en C20:5n3, y en alimentos
proteicos que se frien con aceite. En este estudio se
han seleccionado dos lipidos oxidados, el EH y el
ED, por su alta reactividad con aminoacidos y protei-
nasy por estar los mecanismos de las reacciones y
los compuestos obtenidos bien definidos (Zamora e
Hidalgo, 1994, 1995; Hidalgo y Zamora, 1993).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influen-
cia de la presencia de compuestos obtenidos en la
reaccion lipido oxidado-aminoéacido sobre la absor-
cién de zinc y calcio en células Caco-2, comparativa-
mente con la que ejercen los derivados de la
interaccion azucar-aminoécido.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Preparacion de las muestras

Se utilizaron un total de 3 muestras, 2 de ellas re-
sultado de la reaccion entre lipidos peroxidados y el
aminoacido lisina (muestras EH-L y ED-L, cedidas
por el Dr. Hidalgo), y la tercera procedente de la re-
accion entre un azucar reductor, la fructosa, y la lisi-
na (muestra F-L, cedida por el Dr. Olano).

EH-L.La muestra EH-L se obtuvo como resultado
de la reaccién entre el 4,5 (E)-epoxy-2(E)-heptenal
(EH) y la L-lisina monohidroclorhidrato, segin des-
criben Zamora e Hidalgo (1994). El EH, producto de
la oxidacion de los acidos grasos n-3 pentaenoicos,
se prepar6 a partir de 2(E)-4(E)-heptadienal, si-
guiendo el método descrito por Swoboda y Peers
(1978).

ED-L. Se obtuvo segun el método descrito por
Zamora e Hidalgo (1995). Se utiliz6 4,5 (E)-epoxy-2
(E) -decenal (ED), resultado de la oxidacion del aci-
do linoleico (C18:2n6) y obtenido mediante una mo-
dificaciéon del método descrito por Swoboda y Peers
(1978). El aminoéacido, como en el caso anterior, fue
L-lisina monohidroclorhidrato.

F-L. La sintesis de a-N-acetil-e-N-(1-desoxi-D-
fructosil)-a-Lisina se llevé a cabo segun describen
Finot y Mauron (1969), y el producto resultante fue
cedido amablemente por el Dr. Olano para la realiza-
cién del presente ensayo.

2.2. Cultivos celulares

Las células Caco-2 fueron adquiridas a través de
la European Collection of Cell Cultures (ECACC) en
el pase numero 20, y utilizadas en los experimentos
entre los pases 32-37. Todos los medios de cultivo y
los reactivos utilizados fueron de Sigma Chemical
Co. (Cambridge, MA). Los frascos para el manteni-
miento de las células (75 cm?) fueron comprados a
Corning Costar (Cambridge, MA). El medio de culti-
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vo utilizado fue el Dulbecco’s modified minimun es-
sential medium (DMEM), enriquecido en glucosa
(4.5 g/L), conteniendo suero bovino fetal (15%) inac-
tivado por calor, NaHCOs; (3.7 g/L), aminoacidos no
esenciales (1%), HEPES (15 mM), insulina bovina
(0.1 Ul/mL) y solucién antibiética-antimicotica (1%).
Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C,
en atmosfera aire/CO2 (95:5) con una humedad del
90%, y el medio de cultivo se renové cada 3 dias.

Alcanzada una confluencia de la monocapa del
70%, se comprobé la viabilidad de las células me-
diante tincién de exclusion con azul de tripano, que
dio valores aceptables nunca inferiores al 90%. A
continuacion, se llevé a cabo la tripsinizacién y siem-
bra de las células segin se ha descrito en trabajos
previos (Navarro et al., 2000; Seiquer et al., 2001).
Brevemente, las células fueron recogidas y sembra-
das en placas bicamerales (Transwell, 24 mm de dia-
metro, 4.7 cm’ de area, 3 nm de tamafio de poro,
Costar), a una densidad de 100.000 células/cm?, con
2.5 mL de medio en la cAmara basolateral y 1.5 mL
en la camara apical; el medio de cultivo se cambio
cada dos dias, y el dia anterior a que las células fue-
ran utilizadas para la realizacion de los experimen-
tos.

Durante la diferenciacion de las células Caco-2,
se comprobo la formacién de monocapas uniformes,
con estrechas uniones entre las células. Para ello se
midio la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) en
los filtros de las placas bicamerales en distintos dias
desde la siembra, y el dia previo a la realizacion de
los experimentos, utilizando un aparato Millicell-ERS
(Millipore). Se asume que valores bajos de TEER en
una monocapa indican orificios o uniones imperfec-
tas entre las células, lo cual la haria intil para ser
utilizada en estudios de transporte transcelular (Hi-
dalgo y Borchardt, 1990). Las monocapas utilizadas
en estos ensayos exhibieron valores adecuados de
TEER en el momento previo a los experimentos, que
oscilaron entre 500-650 Wcm?®.

2.3. Realizacién de los experimentos en
cultivos celulares

Los experimentos para estudiar la influencia de
los productos pardos en la absorcién de zinc y calcio
se llevaron a cabo tras 21 dias de la siembra en las
placas bicamerales. El medio gastado se retiré de
las camaras apical y basolateral, y ambas superfi-
cies de las células fueron lavadas 3 veces con HBSS
libre de Ca*" y Mg*" a 37°C. A continuacién se afia-
dieron 2.5 mL de solucién de transporte a la camara
basolateral, consistente en NaCl 130 mmol/L, KCI 10
mmol/l, MgSO, 1 mmol/L, glucosa 5 mmol/L y HE-
PES 50 mmol/L, pH 7. En la camara apical, cubrien-
do las monocapas de células, se adicionaron las
distintas soluciones conteniendo las muestras objeto
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del estudio y cuya composicién se explica en el
apartado siguiente.

2.3.a. Captacion y transporte de Zinc. Se siguio
la metodologia descrita por Navarro et al. (2000).
Para estos ensayos se prepararon 4 soluciones test
diferentes, pero conteniendo la misma concentra-
cion de Zn (1 mM). La primera de ellas consistié en
el medio de cultivo al que se le afiadié Zn hasta con-
seguir la concentracion deseada (DMEM-Zn). En las
restantes se afiadieron al DMEM-Zn las diferentes
muestras (EH-L, ED-L y F-L) en una proporcion de
0.8 mg/mL, obteniéndose las soluciones DMEM-Zn-
EH-L, DMEM-Zn-ED-L y DMEM-Zn-F-L respectiva-
mente, que fueron incubadas a 37°C hasta el
momento de empezar los experimentos. Estas solu-
ciones se adicionaron a la camara apical en un volu-
men de 1.5 mL/pocillo, y los cultivos fueron
incubados a 37°C en atmdsfera himeda de aire/CO,
durante 12 h. Para determinar el contenido inicial de
Zn en las células, también se llevaron a cabo ensa-
yos con DMEM sin Zn afiadido (0.008 mM Zn).

Tras el periodo de incubacién se aspir6 el medio
del compartimento apical y se retir6 el filtro con la
monocapa de células, cuya superficie fue lavada 2
veces con buffer enfriado en hielo conteniendo NaCl
150 mM, EDTA 1 mM y HEPES 10 mM, pH 7, con el
fin de retirar los metales unidos de forma no especi-
fica'y el medio residual. Elfiltro con las células se se-
par6 del soporte y se reservo para determinar el Zn
celular. El Zn transportado a través de la monocapa
de células se calcul6 retirando la solucion de la ca-
mara basolateral, y lavando el pocillo dos veces con
agua desionizada.

La viabilidad de las células tras 12 h de exposi-
cién a las distintas soluciones utilizadas, fue estudia-
da mediante tincion de exclusion con azul de tripano.
Los porcentajes de viabilidad obtenidos se muestran
en la Tabla I.

2.3.b. Transporte de Calcio. Se sigui6 la técnica
descrita por Seiquer et al. (2001). Se prepararon 4 so-
luciones test diferentes, conteniendo la misma concen-
tracion de Ca (3 mM). La primera de ellas consistio en
el medio de cultivo enriquecido en Ca (DMEM-Ca).
Para preparar las restantes se afiadieron al DMEM-Ca
las diferentes muestras (EH-L, ED-L y F-L) en una pro-
porcién de 0.8 mg/mL, con lo que se obtuvieron las so-
luciones DMEM-Ca-EH-L, DMEM-Ca-ED-L vy
DMEM-Ca-F-L respectivamente. Las distintas solucio-
nes fueron incubadas a 37°C hasta el momento de em-
pezar los experimentos. En ellos, se adicionaron a la
camara apical en un volumen de 1.5 mL/pocillo, y los
cultivos fueron incubados a 37°C en atmdsfera hiime-
da de aire/CO;, durante 4 h. Para determinar la canti-
dad de calcio que atraves6 la monocapa de células
Caco-2, la solucion de transporte fue retirada de la ca-
mara basal y ésta se lavé dos veces con agua desio-
nizada, con el fin de asegurar una recoleccion
completa del mineral transportado.
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Tabla |
Porcentajes de viabilidad de las células Caco-2 tras la exposicion a las distintas soluciones

Solucién®
Concentracién  Tiempo de DMEM DMEM- DMEM- DMEM-
de mineral exposicion EH-L ED-L F-L
1mM Zn 12h 88.6+3.61° 84.6£6.10™ 85.3+2.75" 75.7+6.46"
3mM Ca 4h 89.7+3.31° 86.5+4.81" 90.3+5.12° 84.9+2.77°

aDMEM, medio de cultivo, DMEM-EH-L, medio de cultivo conteniendo la muestra EH-L, DMEM-ED-L, medio de cultivo conteniendo la

muestra ED-L; DMEM-F-L, medio de cultivo conteniendo la muestra F-L.

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (P<0.05).

Los valores representan la media + SD de tres placas.

Como en el caso anterior, se estimo6 la viabilidad
de las células ante las distintas soluciones; los valo-
res se muestran en la Tabla I.

2.4. Determinaciones analiticas

El analisis de los minerales se llevé a cabo por
espectrofotometria de absorcion atémica (EAA), uti-
lizando un espectrofotémetro Perkin Elmer 1100 B
(Uberlinger, Alemania). Los medios de cultivo, solu-
ciones de transporte y monocapas de células Caco-
2 fueron incinerados en horno (Selecta, 366,
Barcelona, Espafia) a 450°C; las cenizas obtenidas
se disolvieron con HCI/HNO/H,0 (1:1:2).

En los analisis de Zn se utilizaron patrones exter-
nos de referencia de higado bovino (BCR No0.185;
Community Bureau of Reference, Brussels, Bel-
gium), y se prepararon patrones de Zn a partir de 1
g/L (Titrisol, Merck).

Las determinaciones de Ca se realizaron utilizan-
do lantano al 0.5% para evitar interferencias. El pa-
tron externo de referencia fue leche bovina
desnatada (BCR CRM 63), y los patrones se prepa-
raron a partir de Ca 1 g/L (Titrisol, Merck). Se utilizé
como blanco una solucién de lantano de igual con-
centracion que las muestras.

Todo el material de vidrio y de polietileno se lavo
con &cido nitrico 10 N, y se utilizé agua Milli-Q (Milli-
Q Ultrapure Water System, Millipore Corp., Bedford,
MA) sin excepciones.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos con cé-
lulas Caco-2 se sometieron a un analisis de varianza
de una via (ANOVA), seguido del test de Duncan
para comparar valores con variaciones significativas
(P <0.05).

Tabla Il
Captacion y transporte de Zn en células Caco-2 tras 12 h de exposicion a las diferentes
soluciones 1 mM Zn

Solucién® Transporte” Zn celular®
(mg/pocillo) % transporte® (mg/pocillo) % captacion®
DMEM-Zn 27.68+3.752 28.22+3.822 16.34+1.342 16.16+1.372
DMEM-Zn-EH-L 6.80+1.75° 6.93+1.79° 3.92+0.27° 3.49+0.28°
DMEM-Zn-ED-L 17.53+1.62° 17.87+1.65° 4.40£0.26° 4.19+0.63°
DMEM-Zn-F-L 20.80+3.16° 21.39+3.05° 4.56+0.04° 4.14+0.04°

aDMEM-Zn, medio de cultivo, DMEM-Zn-A, medio de cultivo conteniendo la muestra A; DMEM-Zn-B, medio de cultivo conteniendo la mues-

tra B; DMEM-Zn-C, medio de cultivo conteniendo la muestra C.

bSuperindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
Los valores representan la media + SD de al menos tres pocillos de un experimento representativo.
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3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1. Viabilidad

El empleo de medio de cultivo (DMEM) como so-
lucién de transporte para los experimentos de absor-
cion de distintos minerales, evita que se produzcan
cambios metabdlicos que alteren la captacion y el
transporte, especialmente de Zn (Finley et al., 1995).
Ademas, incluso con concentraciones de Ca y Zn
superiores a las normales para su mantenimiento,
pero necesarias para la realizacion de estos ensa-
yos, permite que la viabilidad de las células Caco-2
se mantenga en casi todos los casos en valores pré-
ximos al 85% (Tabla 1), cifras que la bibliografia con-
sidera como aceptable para este tipo de
experimentos (Reeves et al., 1996).

Los compuestos derivados de la accion de los ra-
dicales libres, como son los lipidos oxidados, estan
implicados en alteraciones moleculares que condu-
cen a un dafio celular, produciendo cambios en la
morfologia y viabilidad de las células (Sies, 1991,
Manna et al., 1997, Giovannini et al., 1999). Como
era de esperar, la adicion de las muestras, en las
que el complejo lipido oxidado-aminoacido ya esta
formado, no comprometié la viabilidad celular en
nuestras condiciones experimentales. Hay que sefia-
lar, sin embargo, que en los ensayos de Zn, de ma-
yor duracion, el porcentaje de células viables
descendié respecto del control cuando el DMEM
contenia la muestra F-L, pero no varié significativa-
mente en relacion con las otras soluciones que in-
cluian los restantes PRM.

3.2. Ensayos de Zinc

Los resultados se muestran en la Tabla Il. El
transporte de Zn se expres6 como microgramos de
Zn transportados a la camara basolateral por pocillo,
y como porcentaje de Zn transportado por pocillo, a
partir de la solucién adicionada a la cAmara apical.
Aunque Zamora e Hidalgo (1995) consideran que en
la muestra ED deben existir polimeros insolubles,
tras la adicién de las muestras al medio de cultivo no
se observo la aparicion de precipitado; aun asi, su
presencia supuso reducciones significativas en la
cantidad y en el porcentaje de Zn que atraveso la
monocapa de células Caco-2, mucho mas marcadas
cuando la muestra era EH-L.

El contenido celular de Zn se expres6 como mi-
crogramos de Zn por pocillo, y la captacion se calcu-
16 como porcentaje a partir de la solucién de Zn
inicial. El contenido basal de Zn en las células Caco-
2 fue 0.50 * 0.14 ng/pocillo (n = 3). El contenido final
y la captacion de Zn en las células disminuyo signifi-
cativamente con la adicion de las muestras al medio
de cultivo, sin diferencias significativas entre las dis-
tintas soluciones.
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La capacidad de los PRM azucar-aminoacido
para acomplejar diversos minerales, entre los que se
encuentra el Zn, ha sido demostrada tanto in vitro
(OBrien, 1988; Homma y Murata, 1994; Delgado-An-
drade, 2002) como in vivo (Andrieux y Saquet, 1984;
Lykken et al., 1986). Los complejos formados pue-
den ser solubles o insolubles, teniendo distinta reac-
tividad segun su estructura.

En este sentido se sabe que el Zn es capaz de
formar complejos solubles en el lumen intestinal con
PRM “clasicos” (procedentes de la reaccién de pro-
teinas, péptidos o aminoéacidos con azlcares reduc-
tores) (OBrien et al., 1994), siendo los compuestos
pardos derivados de la lisina, respecto a los de otros
aminoacidos, los de mayor capacidad para fijarlo
(O'Brien y Morrissey, 1997). Por tanto, no seria de
extrafiar que los productos pardos, procedentes de
la reaccién lipido oxidado-lisina, también pudiesen
quelar al Zn y asi disminuir su captacion. Esto se su-
giere porque en células Caco-2 se ha demostrado
que el Zn i6nico difunde a través de ellas, mientras
que el Zn ligado solo puede hacerlo cuando su afini-
dad por el transportador celular es superior a la del
ligando presente en el medio (Finley et al., 1995).
Hay que suponer que los complejos formados con
los tres PRM empleados en este estudio han unido
fuertemente al zinc, impidiendo su cesién a los
transportadores celulares y, de este modo, han dete-
riorado su captacion celular. De hecho, en trabajos
previos con este mismo modelo experimental, la adi-
cion al medio de cultivo de otros PRM solubles, pro-
cedentes de la digestion de mezclas calentadas de
caseina-glucosa-fructosa, también dio lugar a des-
censos muy similares en el Zn captado por las célu-
las (Navarro et al., 2000).

Mediante pruebas in vivo, estudios previos tam-
bién indican que algunos productos pardos, resul-
tantes del calentamiento de proteina-azucar, fijan al
Zn y aumentan su excrecion fecal y/o urinaria, en
funcion de que sean o no absorbidos (Furnis et al.,
1989; Navarro et al., 2000). Por otra parte, alimen-
tando a ratas con dietas a base de atin (rico en aci-
dos grasos n-3) esterilizado sin aceite, Garcia Arias
et al. (1993) observaron aumentos considerables en
la excrecion fecal y urinaria de Zn. Ademas, los auto-
res pusieron de manifiesto que el proceso de esteri-
lizacion disminuia significativamente los valores de
lisina disponible (Castrillén et al., 1996) y, ya que la
lisina es el aminoacido que mas frecuentemente se
pierde en el deterioro proteico producido por la pero-
xidacion lipidica, podria suponerse que los com-
puestos formados entre los lipidos oxidados y la
lisina habrian afectado la utilizacién de Zn in vivo.
Nuestros actuales resultados apoyan esta hipétesis,
al observar una disminucion de la cantidad de Zn
que atraveso la monocapa de células Caco-2, espe-
cialmente importante cuando el medio de cultivo
contenia la muestra EH-L, que era precisamente la
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que procedia de la oxidacion de los PUFAs de la se-
rie n-3.

3.3. Ensayos de Calcio

El transporte de Ca se expresé de igual forma
que se ha explicado para el Zn, esto es, como canti-
dad absoluta que atravesoé la monocapa de células y
como porcentaje de Ca transportado (Tabla lil). Al
contrario de lo que ocurria con el Zn, la presencia en
el medio de cultivo de las distintas muestras ensaya-
das en ningun caso produjo variaciones significati-
vas en la cantidad de Ca transportado a la camara
basolateral.

La capacidad de los compuestos pardos produci-
dos en la RM para formar complejos con el calcio ha
sido descrita hace afios (Rendleman, 1987). En fun-
cion de su poder quelante, algunos PRM podrian
afectar la absorcién calcica por un doble mecanismo:
los compuestos de elevado peso molecular, insolu-
bles, disminuirian su absorcion; mientras que las
premelanoidinas y melanoidinas solubles, al quelar
al elemento y mantenerlo en solucion, incluso la fa-
vorecerian. Este ultimo hecho, segin algunos auto-
res, no se corresponde con aumentos en la
utilizacién metabdlica de Ca, ya que en forma de
complejos no siempre resulta utilizable y, conse-
cuentemente, su excrecion urinaria aumenta (Yuan y
Kitts, 1994).

La capacidad de ciertos PRM solubles o insolu-
bles para unirse al Ca va a depender de los reactan-
tes y de las caracteristicas de la reaccion, aunque
los estudios previos sefialan que su afinidad por este
micronutriente es escasa, comparado con otros ele-
mentos. Asi, por ejemplo, los pigmentos pardos del
café o los del pan tostado sin leche, presentan muy
baja capacidad para fijar al Ca (Rendleman, 1987).
En la misma linea, O’Brien y Morrissey (1997) indi-
can que mientras se conocen mejor los ligandos que
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fijan al Zn o al Cu, no se ha establecido la identidad
de los PRM capaces de acomplejar al Ca; ademas,
aunque la afinidad de los PRM para unir a distintos
minerales no esta bien definida, sugieren un orden
en el que el Ca ocuparia el dltimo lugar.

En nuestras condiciones experimentales no se
observo la aparicion de precipitado por la presencia
de las muestras en el medio de cultivo, de lo que se
deduce que no se formaron complejos insolubles
que entorpecieran la absorcion de Ca. Los comple-
jos solubles, si los hubo, tampoco tuvieron efectos
significativos sobre la absorcién del mineral. Esto
concuerda con resultados recientes de nuestro gru-
po de investigacién en los que, utilizando productos
pardos resultantes del calentamiento de mezclas de
glucosa-lisina, no se observaron cambios en la solu-
bilidad del elemento ni tampoco modificaciones en el
transporte de Ca a través de las células Caco-2 (Del-
gado-Andrade, 2002). En estos ensayos no aparecio
el efecto facilitador de la lisina sobre la utilizacion de
Ca (Wapnir, 1990), ni tampoco en los del presente
trabajo, aunque en EH-L y en ED-L existe una parte
de aminoécido libre que no ha reaccionado (Zamora
e Hidalgo 1994, 1995). Hay que afiadir, ademas, que
en ensayos biologicos realizados en animales ali-
mentados con dietas conteniendo productos pardos,
los valores de absorcion y retencién de calcio no va-
rian significativamente (Andrieux y Sacquet, 1984;
Seiquer et al., 2001).

La existencia de EH ha sido detectada en homo-
genados de pescado (Zamora e Hidalgo, 1994), por
lo que la formacién de productos resultantes de la in-
teraccion EH-lisina parece probable en pescados
grasos procesados (fritos o enlatados). A este res-
pecto, podemos indicar que en ensayos llevados a
cabo en ratas, no se observan modificaciones en la
utilizacion digestiva del Ca cuando la dieta contiene
sardina frita o enlatada (Pérez, 1990); al utilizar con-
servas de atin como fuente proteica de la dieta no

Tabla 1l
Transporte de Ca en células Caco-2 tras 4 h de exposicion alas diferentes soluciones 3 mM Ca

Solucién® (my/pocillo) %

DMEM-Ca 27.63+2.80 15.32+1.55
DMEM-Ca-EH-L 23.11+5.23 12.80+2.90
DMEM-Ca-ED-L 25.71+2.68 14.25+1.48
DMEM-Ca-F-L 28.19+4.42 15.62+2.45

aDMEM-Ca, medio de cultivo; DMEM-Ca-EH-L, medio de cultivo conteniendo la muestra EH-L; DMEM-Ca-ED-L, medio de cultivo conte-
niendo la muestra ED-L; DMEM-Ca-F-L, medio de cultivo conteniendo la muestra F-L.
Los valores representan la media + SD de al menos tres pocillos de un experimento representativo. No se encontraron diferencias significa-

tivas entre los distintos grupos.



356

se producen modificaciones en las excreciones uri-
naria o fecal de calcio, ni tampoco se afectan la ab-
sorcién o la retencion calcica (Garcia Arias et al.,
1994). Lo anteriormente descrito muestra que existe
una concordancia entre los resultados obtenidos in
vitro en células Caco-2 en los presentes ensayos, y
los existentes en ensayos in vivo con animales de
experimentacion.

Por otra parte, algunos autores, utilizando sacos
evertidos de ratas, han mostrado reducciones en el
transporte duodenal e ileal de calcio causadas por
PRM, sugiriendo la posibilidad de una cierta inhibi-
cién del metabolismo del enterocito ante estos com-
puestos (O'Brien et al., 1988). Sin embargo, los
productos ensayados en el presente trabajo no pare-
cen inhibir el metabolismo de las células Caco-2, al
menos en lo que al transporte de calcio se refiere.

4. CONCLUSIONES

Igual que se atribuye a los PRM considerados
“clasicos”, los derivados de la interaccion lipido-oxi-
dado-lisina parecen tener cierta capacidad para alte-
rar la disponibilidad mineral, incidiendo, como
aquellos, preferentemente sobre los elementos tra-
za. Los resultados muestran un comportamiento si-
milar de las muestras lipido-aminoéacido respecto a
la de azUcar-aminoacido en cuanto a la absorcion in
vitro de Zny Ca.

Por otra parte, también en los productos de la re-
accion aminoacido-lipido oxidado se observa la es-
pecificidad de los productos obtenidos dependiente
de los reactantes empleados. Asi, los derivados de
la reaccién en la que participa el EH resultan mas
negativos para la disponibilidad del Zn.
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