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Introduccion

1.1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES: PRIMERA CAUSA DE MORTALIDAD

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en todo el
mundo. En 2008 se registraron a nivel mundial 17,3 millones de muertes por esta causa, lo
qgue representa el 30% del total de muertes registradas. Aproximadamente entre el 38-
46% de estas muertes se debieron a cardiopatias isquémicas y entre el 34-37% se
debieron a problemas cerebrovaculares (World Health Organization (WHO), 2011a). Mas
concretamente, en Europa, las ECV fueron la primera causa de muerte (36% de las
muertes registradas), mientras que en Espafia fue la segunda (28% de las muertes
registradas) sdlo por detras de las muertes causadas por neoplasias (tumores y céncer)
(Eurostat, 2010) (Figura 1-1). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en
2030 moriran cerca de 25 millones de personas por ECV y probablemente seguira siendo

la principal causa de muerte a nivel mundial (World Health Organization (WHQ), 2011b).

Figura 1-1: Tasa bruta de mortalidad por causas especificas en Europa y Espaiia (Afio 2010)

Enfermedades cardiovasculares
Neoplasias
Enfermedades del sistema digestivo

Sintomas anormales no clasificados

Enfermedades endocrinas y metabdlicas
Enfermedades mentales

Enfermedades del sistema genitourinario
Enfermedades infecciosas

Accidentes de trafico

Malformaciones congénitas

Enfermedades musculoesqueléticas

0 50 100 150 200 250

B Europa M Espaiia

Muertes por cada 100.000 habitantes. Fuente: Eurostat (2010)
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La patologia subyacente mas frecuente de este tipo de enfermedades es la aterosclerosis,
principal responsable de cardiopatias coronarias, enfermedades cerebrovasculares vy
arteriopatias periféricas. Otros ejemplos de enfermedades cardiovasculares no
directamente relacionadas con la arterosclerosis son las cardiopatias reumaticas y las
congénitas, las cardiomiopatias y las arritmias (Lloyd-Jones et al.,, 2010a; World Health

Organization (WHO), 2011b; World Health Organization (WHO), 2012a).

Tabla 1-1: Principales enfermedades cardiovasculares y factores de riesgo

Enfermedades cardiovasculares Factores de riesgo:
Asociadas a aterosclerosis: Relacionados con estilos de vida:
e Enfermedades isquémicas del corazén e Tabaco
(p.€j. infarto de corazdn) e Sedentarismo
e Enfermedades cerebrovasculares e Dieta poco saludable
(p.ej. embolias) e Abuso de alcohol

e Enfermedades de la vena aorta y las
arterias (hipertension y enfermedades de | Factores de riesgo metabdlicos:

vasos periféricos) e Hipertension
e Diabetes
Otras enfermedades cardiovasculares: e Hiperlipidemia
e Enfermedades congénitas del corazén
e Cardiopatias reumaticas Otros factores:
e Cardiomiopatias e Bajo nivel cultural
e Arritmias cardiacas e Edad avanzada
e Género

e Predisposicidon genética
e Factores psicoldgicos (p.ej. estrés)
e Otro factores (p.ej. exceso homocisteina)

Adaptado de World Health Organization (WHO) (2011b)

Los factores de riesgo asociados a la aterosclerosis pueden dividirse en factores de riesgo
modificables y no modificables. Factores como la edad avanzada, el género y la
predisposicidn genética son ejemplos de factores de riesgo no modificables. Los factores

de riesgo modificables son responsables aproximadamente del 80% de los casos de
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cardiopatias coronarias y enfermedades cerebrovasculares. Entre estos factores destacan
el tabaquismo, el consumo nocivo de alcohol, la inactividad fisica y una dieta malsana,
principalmente debido a un elevado consumo de calorias y sal. La exposicién continuada a
estos Ultimos factores puede causar obesidad, un aumento de la presidon arterial
(hipertension) y un incremento de los niveles de azucar (diabetes) y lipidos en sangre
(dislipémias). Estos son a su vez importantes factores de riesgo (Frohlich & Al-Sarraf, 2013;

World Health Organization (WHO), 2012a).
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1.2. OBESIDAD: UN PROBLEMA CRECIENTE A NIVEL MUNDIAL

El sobrepeso y la obesidad® son un problema creciente tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. En 1997, la OMS reconocié formalmente la obesidad como un
problema de magnitudes epidémicas (James, 2008). En base a estudios recientes se
estima que, a nivel mundial, el indice de masa corporal (IMC) aumenta a un ritmo de 0,4
kg/m? en hombres y un 0,5 kg/m? en mujeres por década desde 1980. A nivel global, entre
1980 y 2008, la prevalencia de la obesidad incrementd del 4,8 al 9,8% en hombres y del
7,9 al 13,8% en mujeres (Finucane et al., 2011).

Figura 1-2: Evolucion de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en diferentes paises.

Sobrepeso Obesidad
45 - 30
40 -
25 4
— 35 - —
o u
g 30 g 20
Q (%]
fas :
) c 15 -
S 20 8
8 ©
5 15 - 810 -
] ./.—./. g
* 10 -
5 3
N T-nnl"'"""""
0 T T T T 1 0

1990 1994 1998 2002 2006 2010 1990 1994 1998 2002 2006 2010

Afo Afio

=@—Espafia == Estados Unidos =@=Alemania ====Francia ==@==Reino Unido ==#=Italia == Japon

Datos de prevalencia de sobrepeso y obsesidad para ambos sexos. Fuente: OCDE (2011)

! En base a los criterios de la OMS se entiende como personas con sobrepeso a aquellas con un indice de masa corporal (IMC) igual o
superior a 25 y personas con obesidad aquellas con un IMC igual o superior a 30. Aunque resulta evidente que las personas con
obesidad son a su vez personas con sobrepeso en el presente apartado se diferencian los dos grupos con finalidades estadisticas,
entendiendo como sobrepeso un grupo de personas con un IMC 225 pero inferior a 30.

-22-



Introduccion

Se calcula que 500 millones de adultos presentaban obesidad en el ano 2008, lo que
representa el 10-14% de la poblacién mundial (Malik et al., 2013). En paises como Estados
Unidos un 70,2% de los hombres y un 56,1% de las mujeres presentaban sobrepeso u
obesidad en el afio 2010. En Espafia, estos porcentajes fueron del 62,8% en hombres vy el
44,6% en mujeres (ano 2009), situdndose entre los paises europeos con una mayor tasa
de sobrepeso y obesidad (OECD, 2011). Segun la Organizacién para la Cooperacién y el
Desarrollo Econémicos (OCDE) dos de cada tres hombres presenta sobrepeso y una de
cada seis personas padece obesidad en Espafia. La OCDE prevé ademas que la proporcion
de adultos con sobrepeso puede aumentar (en Espafia) aproximadamente un 10% mas en

los proximos afios (OECD, 2012).

La obesidad estd involucrada en numerosos problemas metabdlicos, ya que afecta a
procesos como el control de glucosa, lipidos y presion sanguinea. Es, por lo tanto, el
origen de un conjunto de condiciones conocido como sindrome metabdlico (Misra &
Khurana, 2008). Se calcula que la obesidad y el sobrepeso suponen el 44% de la carga de
diabetes, el 23% de las cardiopatias isquémicas, y se estima que entre el 7-41% de la carga
de algunos tipos de cancer, siendo el quinto factor de riesgo de defuncién a nivel mundial
(World Health Organization (WHO), 2012b). Ademas, la OCDE calcula que la carga de coste
médico es un 25% superior en personas obesas, suponiendo también un problema de

importancia econémica (OECD, 2012).

-23-



Introduccion

1.3. ATEROSCLEROSIS: UNA PATOLOGIA COMPLEJA QUE INVOLUCRA
DIFERENTES PROCESOS

La aterosclerosis es un proceso patoldogico complejo que tiene lugar en los vasos
sanguineos y cuyo desarrollo se produce a lo largo de los anos. En concreto, la
aterosclerosis se define como una alteracion patoldgica de las arterias coronarias,
caracterizada por el depdsito anormal de lipidos y tejido fibroso en la pared arterial, que
desorganiza la arquitectura y la funcién de los vasos reduciendo de forma variable el flujo

sanguineo (Perrotta, 2013; Stary et al., 1995).

El proceso de formacién de la placa aterosclerdtica se inicia debido a una pequefia lesiéon
conocida como estria lipidica o adiposa (Frayn, 1998). Debido a procesos mecanicos,
guimicos, bioldgicos o inmunoldgicos se puede producir un dafio en el endotelio vascular,
la zona mas interna de la intima arterial en contacto con el torrente sanguineo. En
condiciones fisiolégicas normales, las lipoproteinas se depositan y salen del espacio
endotelial. No obstante, cuando hay un dafio puede favorecerse su adhesion y
acumulacién. Ademas, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) pueden ser modificadas
por procesos de glicacién, agregacién, asociacion con proteoglicanos y sobre todo por
oxidacion, lo que hace que también puedan tener un efecto citotéxico y dafiar el endotelio
(Steinberg, 1997). Cuando las LDL quedan atrapadas, se favorece también su progresiva
oxidacion. Las LDL oxidadas (LDLox) inducen ademds la expresion de factores
inflamatorios como el factor tumoral necrosis alfa (TNF-a) o la interleucina 1 (IL-1), las
cuales favorecen la expresién de moléculas de adhesién endotelial, atraen monocitos y
favorecen su acumulacién. Los factores inflamatorios generan un estimulo quimiotactico
que induce la entrada de los monocitos a la intima, donde maduran a macréfagos, los
cuales expresan receptores “basura” (scavengers), que les permiten fagocitar LDL

modificadas y transformase en células espumosas cargadas de lipidos (Ross, 1999).
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Figura 1-3: Proceso resumido de formacion de la placa aterosclerética

RS =
N
PERMEABILIDAD MIGRACION  ADHESION ADHESION MIGRACION  CELULAS CELULAST AGREGACION ENTRADA ACUKULACION  FORMACION FORMACION
ENDOTELIAL LEUCOCITOS  ENDOTELIAL LELICOCITOS MUSCULO LISO ESPUMODSAS ACTIVADAS PLAQUETARIA LEUCOCITOS MACROFAGOS NUCLEO NECROTICO  CAPAFIBROSA

En resumen: A) las lesiones que preceden a la formacion de la placa aterosclerdtica tienen lugar en el
endotelio, lo que aumenta su permeabilidad a las lipoproteinas y otros componentes plasmaticos. B) La
estria lipidica consiste en una acumulacién inicial de monocitos, macréfagos cargados de lipidos (células
espumosas), linfocitos T y posteriormente células del musculo liso. C) En fases avanzadas se forman nucleos
necroéticos y una cubierta fibrosa, la ruptura de la cual es la principal responsable de la formacién de
trombos y la mayoria de infartos agudos. Adaptado de Ross, R. (1999).

En la intima, los macréfagos también estimulan la formacién de factores de crecimiento y
citoquinas, que amplifican el proceso inflamatorio, pueden ejercer funciéon quimiotactica y
atraer mas monocitos y favorecer que células musculares lisas de la pared arterial se
transformen en macrdéfagos y finalmente en células espumosas. La acumulacién de este
tipo de células conlleva la liberacion de enzimas hidroliticas, citoquinas, quimioquinas y
factores de crecimiento, que pueden incrementar el dafo y, eventualmente, causar una
necrosis focal. Ademas de los monocitos, los linfocitos T (o células T) estan involucrados
en el proceso inflamatorio. Estas células pueden activarse por la presencia de antigenos
presentes en los macréfagos, lo que conlleva la secrecién de citoquinas, incluyendo
interferén-y y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alfa) y B,

gue incrementan la respuesta inflamatoria (Galkina & Ley, 2009; Ross, 1999).

Debido a que esta placa es de consistencia blanda, la pared endotelial puede producir
colageno vy fibrinégeno, lo que estabiliza la placa. No obstante, la capa fibrosa puede
degradarse por la accion de metaloproteinasas tales como colagenasas, elastasas y
estromelisinas. Las células T activadas pueden estimular la produccion de
metaloproteinasas, lo que incrementa la inestabilidad de la placa. La erosién y la ruptura

-25-



Introduccion

de la capa fibrosa y la trombosis secundaria causa la mayoria de casos de infarto de

miocardio (Paramo et al., 2003).

En resumen, las placas ateroscleréticas consisten en nucleos necréticos, regiones
calcificadas, lipidos modificados, células del musculo liso inflamadas, células endoteliales,
leucocitos y células espumosas (foam cells). Las caracteristicas de la placa aterosclerética
denotan que se trata de una patologia compleja que conlleva procesos que involucran al
sistema vascular, metabdlico e inmune. Aunque la concentracion de LDL, y mas
concretamente LDLox, es un factor importante, la inflamacién estd vinculada a multiples
factores de riesgo de la aterosclerosis y estd presente durante todo el proceso (Galkina &

Ley, 2009; Ross, 1999).
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1.4. COLESTEROL: IMPORTANTE FACTOR DE RIESGO ASOCIADO A LAS
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

El riesgo de padecer ECV aumenta cuando los niveles de colesterol son elevados,
especialmente cuando se trata de colesterol transportado por las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y otras lipoproteinas que contienen apolipoproteina B (apoB)
(Mangiacapra et al., 2012; Okuzumi et al., 2013). El problema resulta mas grave cuando
ademas los niveles de liporpoteina de baja densidad (HDL) son bajos, ya que es necesaria
para el transporte reverso del colesterol y el mantenimiento de una buena salud
cardiovascular (Bautista, 2012; Gordon et al., 2011). Aproximadamente, un tercio de las
enfermedades isquémicas del corazén son debidas a unos niveles de colesterol elevados.
En 2008, la prevalencia global de niveles de colesterol, definida por unos niveles > 6,2
mmol/L (240 mg/dL) fue del 9,7% (8,5% para hombres y 10,7% para mujeres), mientras
gue para unos niveles 25 mmol/L (193 mg/dL) fue del 39% (37% en hombres y 40% en
mujeres). Los porcentajes de prevalencia mas elevados se encuentran en las regiones de
Europa y América, siendo superiores los niveles en aquellos paises de mayor renta per

capita (World Health Organization (WHO), 2011c).

En base a esto, con la finalidad de disminuir el riesgo de padecer ECV, uno de los
principales objetivos es la reduccion de los niveles de colesterol total y LDL (Frohlich & Al-
Sarraf, 2013). De hecho, en base al meta-analisis de diferentes estudios clinicos, se estima
que el riesgo de padecer complicaciones coronarias de gravedad puede disminuir
aproximadamente un 22% por cada reduccidon de 40 mg/dL en los niveles de colesterol
LDL (Cholesterol Treatment Trialists' (CTT) Collaborators, 2005). Tanto la American Heart
Association como la Sociedad Espafiola de Cardiologia recomiendan unos niveles de
colesterol total inferiores a 200 mg/dL, mientras que unos valores de colesterol HDL
superiores a 60 mg/dL son considerados beneficiosos (American Heart Association, 2013;
Sociedad Espafiola de Cardiologia, 2011). Aunque no existe tanto consenso respecto a
valores concretos, las diferentes organizaciones gubernamentales también recomiendan

que los niveles de colesterol LDL sean inferiores a valores de 115-100 mg/dL,
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especialmente en aquellos pacientes con elevado riesgo cardiovascular (Reiner et al.,

2011).

1.4.1. Metabolismo del colesterol

El colesterol es un componente de gran importancia para el organismo, ya que tiene un
importante papel estructural en las membranas celulares y es precursor de diferentes

compuestos como hormonas esteroideas y acidos biliares (Frayn, 1998).

El intestino procesa entre 1200-1700 mg de colesterol por dia procedente de tres fuentes:
la dieta (300-500 mg/dia en dietas occidentales), la bilis (700-1300 mg/dia) y el epitelio
intestinal (200-300 mg/dia). La cantidad de colesterol absorbida a través de la dieta es
muy variable, con valores que oscilan entre el 15-80% y un valor promedio aproximado del
50%. El colesterol restante es excretado, sobre todo en forma de metabolitos secundarios,
especialmente coprostanol, por accion del metabolismo de la microbiota intestinal (Lee et
al., 2012). La sintesis de colesterol enddgena contribuye a los niveles de colesterol
circulante de manera sustancialmente superior al absorbido a través de la dieta, con
valores de 700-900 mg/dia, lo que supone una aportacién de entre el 60-80% a las

concentracion de colesterol total (MacKay & Jones, 2011).

Debido a su naturaleza hidrofébica el colesterol (tanto de la dieta como de origen
endogeno) es transportado en la sangre en forma de lipoproteinas. Las lipoproteinas son
un grupo heterogéneo de particulas que difieren en tamafio y composicion,
principalmente constituidas por una combinacién de lipidos y proteinas. En general,
consisten en un nucleo de colesterol esterificado y triglicéridos, envuelto por una
monocapa constituida principalmente por fosfolipidos, pero también por apolipoproteinas
y una pequeiia cantidad de colesterol libre (Biggerstaff & Wooten, 2004). Los diferentes
tipos de lipoproteinas y su composicidon se resumen en la Tabla 1-2. Las lipoproteinas son
clasificadas en base a su densidad, la cual viene determinada por su composicién lipidica.
Pese a esta clasificacion, el contenido en apolipoproteinas es el principal determinante de
la funcidn, el tipo y la cantidad de lipidos acumulados en las lipoproteinas, ya que ademas

de ser un importante componente estructural, las apolipoproteinas sirven como lugar de
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unién a receptores especificos y como cofactores de determinadas enzimas. Por otra
parte, los cambios de contenido lipidico que tienen lugar en las lipoproteinas pueden
alterar la conformacién de las apolipoproteinas, lo que conlleva una modificacion de su
estructura terciara y modifica su afinidad por las enzimas o receptores. Asi pues, tanto el
contenido en apolipoproteinas como el contenido lipidico son factores que determinan la

funcidn de las lipoproteinas (Davis & Wagganer, 2005).

Tabla 1-2: Clases de lipoproteinas y apolipoproteinas.

. , Densidad Didmetro Principales Composicion (%)
Lipoproteina . 7
(g/mL) (nm) apolipoproteinas®* Apo TG CE FC PL
c™M <0,94 75-1200 B-48, A-l, A-II, C, E 2 86 3 2 7
VLDL 0,94-1,006 30-80 B-100,C, E 8 55 12 7 18
IDL 1,006-1,019 25-35 B-100, E 19 23 29 9 19
LDL 1,019-1,063 18-25 B-100 22 6 42 8 22
HDL
HDL, 1,063-1,125 9-12 A-l,CE 40 5 17 5 33
HDL; 1,125-1,21 5-9 A-l,A-2,CE 55 3 13 4 35
Apolipoproteina Principales funciones
A-l Facilita la transferencia de colesterol desde tejidos periféricos a través de ABCA1
Cofactor de LCAT
Facilita la captacion de lipidos a través de SR-BI
A-ll Facilita la captacion de lipidos a través de SR-BI
B-48 Componente estructural
B-100 Facilita la captacion de lipidos a través del receptor de LDL
C-l Inhibe la actividad de la lipasa hepatica
Activa la LPL
Inhibe la captacion mediada por la apolipoproteina E a través de los receptores
LDLy LRP
C-ll Cofactor de la LPL
C-ll Inhibe la lipasa hepatica
Inhibe la LPL

Podria estimular la actividad de CETP

E Facilita la captacion de lipidos a través de los receptores LDLy LRP

Adaptado a partir de Burnett et al. (2002) y Frayn, K.N. (1998)
*Puede existir cierta heterogeneidad en el contenido de apolipoproteinas en base a la division por
gradiente, especialmente en las HDL.
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Abreviaciones: Apo, apolipoproteina(s); TG, triglicéridos; CE, ésteres de colesterol; FC, colesterol libre; PL,
fosfolipidos; ABCA1, ATP-binding cassette transporter Al; LCAT, lecitina-colesterol aceiltransferasa; SR-BI,
scavenger receptor class B type I; LDL; lipoproteinas de baja densidad; LPL, lipoproteina lipasa; CETP,
proteina transferidora de ésteres de colesterol; LRP, LDL receptor-related protein.

Los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), son las principales
lipoproteinas transportadoras de triglicéridos y son sintetizadas en el intestino y en el
higado respectivamente. Tras una breve transicion en lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL), las VLDL son transformadas en LDL mas ricas en colesterol. Las HDL son
las lipoproteinas con mayor concentracion de proteinas y menor cantidad de lipidos, y por
gradiente de ultracentrifugacién se dividen principalmente en las subfracciones HDL, y
HDLs. Se ha descrito que también puede existir una HDL;, pero no suele encontrarse en

cantidades cuantificables (Davis & Wagganer, 2005; Frayn, 1998).

El colesterol de las lipoproteinas puede derivar tanto de la dieta (via exdgena) como de la

sintesis enddgena (via enddgena). Estas vias se resumen en la Figura 1-4.

1.4.1.1. Via exdgena

La mayor parte del colesterol se absorbe en el duodeno y en el yeyuno proximal. Al
tratarse de una molécula insoluble en agua, su absorcion intestinal requiere su emulsidn
gracias a la accidn de los acidos biliares y los fosfolipidos procedentes de la bilis, la
hidrélisis de los enlaces éster mediante esterasas pancredticas especificas (si se trata de
colesterol esterificado) y su incorporacién en micelas (Lee et al., 2012). La absorciéon del
colesterol en las micelas esta mediada de forma activa por el transportador Niemann-Pick
C1-like 1 (NPC1L1) localizado en la membrana de los enterocitos (Davis Jr. & Altmann,
2009; Jia et al., 2011). Una vez internalizado el colesterol es esterificado nuevamente por
la enzima acyl-CoA: cholesterol O-acyltransferase 2 (ACAT-2). El colesterol no esterificado
puede ser secretado nuevamente al lumen intestinal a través de los transportadores
ABCG5 y ABCGS8 (ATP-binding cassette transporters) en direcciéon opuesta al transportador
NPC1L1 (Brown & Yu, 2009). Por su parte, los monoglicéridos y los diglicéridos son
hidrolizados a AG libres y reesterificados para la formacion de triglicéridos. Los ésteres de

colesterol y triglicéridos son utilizados junto con las apolipoproteinas y las fosfolipidos
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para la sintesis de lipoproteinas, principalmente quilomicrones. Adicionalmente, el
colesterol puede ser incorporacién a HDL de nueva formacidon debido a la accién del
transportador ABCA1 (Davidson, 2011). Estas lipoproteinas son secretadas a la linfa a
través de la membrana basolateral del enterocito y alcanzan la circulacion a través de la

vena subclavia (Brown & Yu, 2009).

Figura 1-4: Metabolismo del colesterol resumido
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Abreviaciones: CM; quilomicrén; CMr, quilomicrén remanente; VLDL, lipoproteina de baja densidad; IDL,
lipoproteina de densidad intermedia; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL, lipoproteina de alta densidad;
CL, colesterol libre; CE, colesterol esterificado; NPCIL, transportador Niemann-Pick Cl-Like 1; ABC,
transportador ATP-binding cassette; LDL-r, receptor de LDL; LPR, LDL receptor-related protein, SR-BI,
scavenger receptor class B type I; HMG-CoA-red, 3-hidroximetiglutaril-coenzima A reductasa; LCAT, lecitina-
colesterol aciltransferasa; CETP, proteina transferidora de ésteres de colesterol; TICE, transintestinal
cholesterol efflux.

Los triglicéridos presentes en los quilomicrones pueden ser absorbidos por diferentes

tejidos periféricos como el musculo y el tejido adiposo gracias a la accién de la
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lipoproteina lipasa (LPL), que permite su hidrdlisis a dcidos grasos libres. La pérdida de
triglicéridos de los quilomicrones los convierte en lipoproteinas ricas en colesterol,
conocidas como quilimicrones remanentes, los cuales son absorbidos por el higado a
través del receptor LDL o bien a través del LRP (LDL receptor-related protein) (Davis &

Wagganer, 2005; Diaz et al., 2011; Frayn, 1998).

1.4.1.2. Viaendégena

La sintesis enddgena de colesterol se produce principalmente en el higado, pero puede ser
sintetizado por cualquier célula nucleada. El colesterol es sintetizado a través de acetil-
CoA en el citoplasma y los microsomas en un proceso que tiene como enzima limitante la
3-hidroximetiglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA-red) que cataliza la sintesis de

mevalonato a partir de HMG-CoA (Frayn, 1998).

El transporte de colesterol y triglicéridos sintetizados en el higado tiene lugar a través de
las VLDL. De manera similar a los quilomicrones, las VLDL circulan por el flujo sanguineo
donde sus triglicéridos son hidrolizados por la accion de la LPL de los tejidos para la
obtencion de energia o para su uso en la sintesis de lipidos estructurales, como los
fosfolipidos, o compuestos bioactivos, como leucotrienos y tromboxanos. La pérdida
progresiva de triglicéridos convierte a las VLDL en IDL que pueden ser reabsorbidas por el
higado o bien convertidas progresivamente en LDL ricas en colesterol. Las particulas de
LDL tienen una vida media relativamente larga en circulacién (3 dias) y aportan colesterol
a los tejidos. Las IDL y LDL pueden ser reabsorbidas por el higado a través de los
receptores de LDL gracias a la presencia de apo B-100 (Davis & Wagganer, 2005; Frayn,
1998). La absorcidn de colesterol procedente de las LDL tanto en el higado como en las
células de los tejidos periféricos, tiene repercusiones importantes en la homeostasis de
colesterol. Por una parte, el aumento de colesterol intracelular disminuye la sintesis de
colesterol regulada por la HMG-CoA. Por otra, se inhibe la sintesis de nuevos receptores
de LDL. Ademas, incrementa la actividad de ACAT, lo que disminuye la concentracién de

colesterol libre en el citosol (Frayn, 1998).
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1.4.1.3. Transporte reverso del colesterol

Al contrario que las VLDL y las LDL, las lipoproteinas HDL estan relacionadas con una
disminucién del riesgo de padecer aterosclerosis, debido a que son responsables del
transporte reverso del colesterol hacia el higado. Las HDL adquieren lipidos de superficie
como colesterol y fosfolipidos de las células de tejidos periféricos. La extraccidon de
colesterol celular se realiza a través de 3 vias: a) una via conocida como retroendocitosis,
no bien conocida hasta la fecha, b) a través de ABCA1 y c) de manera poco especifica
mediante transporte pasivo a través de receptores SR-BI (scavenger receptor class B type
I). El colesterol libre puede ser esterificado en las HDL gracias a la enzima lecitina-

colesterol aciltransferasa (lecitin:cholesterol acyl transferase, LCAT) (Diaz et al., 2011).

El colesterol de las HDL es reabsorbido principalmente por el higado mediante el receptor
SR-BI, que tiene gran afinidad por las apolipoproteinas Al y A2, y permite la captacién de
colesterol sin degradar las lipoproteinas. Adicionalmente, las lipoproteinas HDL pueden
ser captadas por el higado de manera similar a las proteinas ricas en triglicéridos gracias la
presencia de apolipoproteina E. En la especie humana, existe también otra via de
transporte reverso de colesterol mediada por la proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP), también conocida como via indirecta (Ohashi et al., 2005). La CETP es
una proteina de 66-74 kDa que forma un canal de transferencia entre las lipoporteinas
qgue permite el intercambio de ésteres de colesterol desde las HDL a las VLDL y LDL, y de
triglicéridos en sentido inverso. La implicacion de la CETP en las enfermedades
cardiovasculares continla siendo muy discutida actualmente, ya que se han descrito
mecanismos tanto pro- como anti-ateroscleréticos. Por una parte, como resultado del
intercambio de lipidos la concentraciéon de HDL puede verse disminuida en detrimento de
la de VLDL y LDL. Por el contrario, se piensa que la CETP podria tener efectos beneficiosos,
pudiendo reducir la cantidad de ésteres de colesterol en los macrdéfagos (y por lo tanto los
lipidos acumulados en la placa aterosclerética), disminuir los niveles de LDLox,
incrementar la eficiencia de la LCAT y aumentar la captacion hepatica del colesterol de las

HDL (Oliveira & De Faria, 2011; Weber et al., 2010).
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Finalmente, una vez transportado al higado, la principal via de eliminacién de colesterol
del organismo se debe a su uso para la sintesis de acidos biliares a través de una cascada
de reacciones que comprende 14 enzimas y que tiene como enzima limitante la colesterol
7o-hidroxilasa (Gunness & Gidley, 2010). Estudios recientes sugieren que también se
puede producir una secrecion activa del colesterol a través de la parte proximal del
intestino delgado mediante un proceso cuyo mecanismo molecular es desconocido hasta
la fecha y que recibe el nombre en inglés de transintestinal cholesterol efflux (TICE) (Van

Der Velde et al., 2010).
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1.5. COMPOSICION DE LA GRASA Y METABOLISMO LIPIDICO: EFECTO DE LOS
ACIDOS GRASOS

En relacién a la progresion de patologias como la aterosclerosis, el tipo o calidad de Ila
grasa tiene un papel muy importante, siendo incluso superior al de la cantidad total de
grasa presente en la dieta. Por ejemplo, los diferentes tipos de acidos grasos (AG) que
componen la grasa no presentan el mismo efecto sobre el metabolismo de las
lipoproteinas, los procesos inflamatorios, la trombosis, el estrés oxidativo y la coagulacidn

de la sangre (Vemuri & Kelley, 2007; Watson, 2009).

1.5.1. Colesterol

El colesterol de la dieta puede incrementar moderadamente las concentraciones en
sangre de colesterol total y LDL (Bruckner, 2007). No obstante, se ha visto que también
puede aumentar el colesterol HDL, haciendo que se mantenga la relacion LDL/HDL (Clifton

et al., 1990).

A pesar de que se recomienda reducir su consumo (Aranceta & Pérez-Rodrigo, 2012), sus
efectos sobre los niveles plasmaticos de colesterol pueden ser controvertidos (Barona &
Fernandez, 2012). Es importante mencionar, que frente a una elevada ingesta de
colesterol, no todos los individuos responden de la misma manera. Aproximadamente 2/3
de los individuos no experimentan un incremento de los niveles de colesterol (Barona &
Fernandez, 2012). Este hecho puede ser debido a que frente a un elevado consumo de
colesterol, el organismo puede reaccionar modulando diferentes mecanismos
compensatorios. Por ejemplo, puede promoverse la expresidon de transportadores
ABCG5/GS8, disminuir la actividad de la HMG-CoA-red y favorecer el transporte reverso del
colesterol (Boucher et al., 1998; Clifton et al., 1990; Schmitz et al., 2001). En base a esto,
en los ultimos afios algunos autores han cuestionado el impacto real del consumo de
colesterol sobre el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Barona &

Fernandez, 2012; Harman et al., 2008; Hu et al., 1999).
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Tabla 1-3. Resumen de efectos de diferentes acidos grasos

Grado de saturacion Ejemplo de acido graso Efecto Mecanismo
Cadena corta SATURADOS Acetato N colesterol /M Sintesis de colesterol (precursor)
Propionato J colesterol { Sintesis de colesterol (, HMG-CoA-red)
Butirato J colesterol J Sintesis de colesterol (?)*
Cadena larga Ac. Laurico (C12:0) /M colesterol total, LDLy HDL “Mproporcion de colesterol libre en el higado
Ac. Miristico (C14:0) J receptores LDL

Ac. Palmitico (C16:0)

Ac. Esteérico (C18:0) Efecto neutro / { colesterol J Absorcidn de colesterol (|, NPC1L1) (?)
N Aumento de la excrecion (?)
Rapida conversion a C18:1n-9

MONOINSATURADOS Acido oleico (18:1n-9) J colesterol LDL, P HDL { Proporcién de colesterol libre en el higado
M Receptores de LDL
{ Absorcion de colesterol (J, NPC1L1) (?)

POLIINSATURADOS (N-6) Acido linoleico (C18:2n-6) J colesterol LDL, {, HDL N Sintesis acidos biliares (™ 7a-hidroxilasa)
M Receptores LDL
{ Absorcion de colesterol (J, NPC1L1) (?)

POLIINSATURADOS (N-3) ALA (C18:3n-3) JVLDL, { Triglicéridos J Sintesis de colesterol y triglicéridos (J, SREBP)
EPA (C20:5n-3) N Lipoproteina lipasa (LPL)
DHA (C22:6n-3) N Oxidacidn acidos grasos

N Transporte reverso colesterol

TRANS Acido elaidico (C18:1t-9) ‘N LDL/HDL, 1 Triglicéridos (?)

L El simbolo (?) denota que el nivel de conocimiento o evidencia del mecanismo correspondiente es bajo o existe cierta controversia.

Abreviaciones: ALA, Ac. a-linolénico; EPA, Ac. Eicosapentaenoico; DHA, Ac. Docosahexaenoico; LDL, lipoproteinas de baja densidad; VLDL, lipoproteinas de muy
baja densidad; HDL, liporpoteinas de alta densidad; HMG-CoA-red, hidroxi-metil-glutaril-CoA reductasa; NPC1L1, Niemann-Pick Cl1-Like 1; LPL, lipoproteina
lipasa.
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1.5.2. Acidos grasos saturados

El consumo de dietas ricas en acidos grasos saturados (AGS) (>15% de la energia ingerida)
se ha asociado a un aumento del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares
(Willett, 2012; Woollett et al., 1992). El consumo de este tipo de AG produce un aumento
no soélo de colesterol total, sino también de colesterol LDL y HDL, sin que parezca alterar

significativamente la relacidon LDL/HDL (Mensink et al., 2003).

No obstante, no todos los AGS contribuyen de la misma manera al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, ya que de manera individual presentan efectos muy
diferentes (Fernandez et al.,, 1992; Iggman & Risérus, 2011; Watson, 2009). Los AGS
pueden agruparse en funcion de su longitud de cadena en: acidos grasos de cadena corta
(SCFA, C2:0-C4:0), acidos grasos de cadena media (C6:0-C10:0) y acidos grasos de cadena

larga (con longitudes de cadena superiores a diez carbonos).

Los AGS de cadena corta, como el acetato (C2:0) o el propionato (C3:0), son absorbidos
rapidamente a nivel intestinal por difusion pasiva y transportados directamente al higado
a través de la vena porta (Vogt & Wolever, 2003; Wong et al., 2009). Se piensa que el
acetato podria tener un efecto hipercolesterolémico, ya que es uno de los sustratos
iniciales de la sintesis de colesterol (Fava et al., 2006; Wolever et al., 1989). De hecho, se
ha descrito que una relacidon acetato/propionato elevada en plasma puede estar
relacionada con una mayor concentracién de colesterol (Wolever et al., 1996). Por el
contrario, el propionato tiene un efecto inhibidor sobre enzimas involucradas en la
sintesis endégena de colesterol como la aceil-CoA reductasa, responsable de la sintesis de
acetil-Coa a partir de acetato, y sobre todo la HMG-CoA-red (Al-Lahham et al., 2010). El
butirato (C4:0) es una fuente de energia importante para las células epiteliales del colon,
ya que se calcula que entre el 70-90% es metabolizado por los colonocitos (Wong et al.,
2009). Se ha descrito que el butirato puede ser beneficioso para disminuir la incidencia de
enfermedades inflamatorias intestinales, asi como para la prevencién del cancer de colon

(Wong et al., 2006). Por lo que respecta al metabolismo del colesterol, algunos estudios
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sugieren que podria reducir los niveles plasmaticos de colesterol (Hara et al., 1999; Nazih

et al., 2001), aunque el grado de evidencia es muy inferior al disponible sobre propionato.

Los AGS de cadena media caproico (C6:0), caprilico (C8:0) y cdprico (C10:0) se consideran
AG neutros en relacién al metabolismo del colesterol, ya que no se acumulan en el higado
debido a que son oxidados rapidamente (Watson, 2009). Adicionalmente, se ha propuesto
gue el consumo de estos AG puede ser beneficioso para la absorcién de algunos minerales
y vitaminas liposolubles como el calcio o la vitamina E (Gallo-Torres et al., 1978; Sulkers et

al., 1992).

Los 4cidos ladrico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0) son considerados los
principales responsables del aumento de las concentraciones de colesterol en sangre y su
efecto podria ser incluso superior al asociado con el consumo de colesterol a través de la
dieta (Woollett et al., 1992). Este efecto se atribuye principalmente a un descenso de la
captacion de colesterol LDL por parte del higado. La principal hipdtesis es que estos AGS
podrian interferir en la sintesis de ésteres de colesterol en el higado, ya que son un mal
sustrato de la enzima ACAT responsable de la formacion de ésteres de colesterol a partir
de colesterol libre y AG (Bruckner, 2007; Fernandez & West, 2005). Se ha descrito que una
proporcién elevada de colesterol libre reduce la expresién y la actividad de receptores de
lipoproteinas LDL, lo que en consecuencia aumenta la cantidad de colesterol en sangre

(Dietschy, 1997; Xie et al., 2002).

El acido estedrico (C18:0) es diferente del resto de AGS de cadena larga, ya que se
considera que tiene un efecto neutro sobre los niveles de colesterol y que incluso podria
tener un efecto hipocolesterolémico (Schneider et al.,, 2000b; Watson, 2009). Los
mecanismos por los cuales el C18:0 podria regular los niveles de colesterol no son del todo
conocidos, pero se ha propuesto que podrian estar relacionados con una disminucién de
la absorcién de colesterol de la dieta y un aumento de la excrecidon de acidos biliares y
sobre todo de colesterol endégeno (Imaizumi et al., 1993; Schneider et al., 2000b).
Adicionalmente, es probable que sus posibles efectos hipocolesterolémicos se deban a su
relativamente rapida desaturacidn y conversion a acido oleico (AO, C18:1n-9) por accién

de la enzima estearoil-CoA desaturasa (SCD1) (Rhee et al., 1997).
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1.5.3. Acidos grasos monoinsaturados

Los acidos grasos monoinsaturados (AGMI) se caracterizan por tener un doble enlace en
su estructura. El AGMI mas representativo de este grupo de AG es el AO, C18:1n-9,
principal AG del aceite de oliva, cuyo consumo se ha relacionado con la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares (Covas et al., 2009; Lopez et al., 2012; Ruiz-Canela &

Martinez-Gonzalez, 2011).

Numerosos estudios clinicos muestran que dietas constituidas principalmente por aceites
ricos en AGMI, especialmente AO, reducen las concentraciones de colesterol total y LDL
en sangre y pueden incrementar los niveles de colesterol HDL (Covas et al., 2009; Mensink
et al., 2003 ; Watson, 2009). Aunque resulta cuestionable si los efectos beneficiosos de los
AGMI son el resultado de la sustitucion de los AGS, se han propuesto mecanismos
mediante los cuales podrian disminuir directamente la concentracién de colesterol en
sangre. El efecto del AO sobre los receptores LDL podria ser el contrario al de los AGS, ya
gue es un buen sustrato para la ACAT, lo que puede aumentar la proporcion de colesterol
esterificado en detrimento del colesterol libre. En consecuencia, se produciria un aumento
de la expresion de receptores de colesterol LDL y se favoreceria su captacion en el higado
(Bruckner, 2007; Lee & Carr, 2004). Adicionalmente, estudios in vitro sugieren que el AO
también podria disminuir la absorciéon de colesterol a nivel intestinal inhibiendo Ila
expresion de proteinas asociadas con su transporte como el transportador NPC1L1 (Chen

et al., 2011), aunque existen resultados contradictorios (Alvaro et al., 2010).

1.5.4. Acidos grasos poliinsaturados

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son AG con dos o mas dobles enlaces en su
estructura. Los AGPI se dividen en dos grandes familias: |la serie omega-6, o n-6, derivada
del acido graso linoleico (LA, 18:2n-6) y la serie omega-3, o n-3, a-linolénico (ALA, 18:3n-
3). Tanto LA como ALA son considerados acidos grasos esenciales, ya que los mamiferos,
incluyendo los humanos, carecen de las enzimas A12-y A15-desaturasa necesarias para su
sintesis. Por lo tanto, estos AG sélo pueden ser obtenidos a través de la dieta (Chilton et

al., 2008; Das, 2006). Ademas, estos AG tampoco son interconvertibles en mamiferos, ya
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gue carecen de la enzima w-3 desaturasa necesaria para la conversion de LA a ALA
(Simopoulos, 2006). Una vez han sido consumidos a través de la dieta, ALA y LA son
metabolizados gracias a la accidon de diferentes enzimas desaturasas, como la A6 y A5-
desaturasa, y elongasas. Estas enzimas son compartidas por las series n-6 y n-3, por lo que
existe una competencia a nivel enzimatico, pese a que la A6-desaturasa presenta mayor
afinidad por ALA que por LA. Las diferentes reacciones de desaturacion y elongacion
tienen lugar en el reticulo endoplasmatico y dan lugar a la formacion de los 4cidos grasos
24:5n-6 y 24:6n-3. Estos AG pueden ser translocados a los peroxisomas donde pueden
perder dos dtomos de carbono por B-oxidacion dando lugar a la formacion de 22:5n-6 y
acido doscosohexanoico (DHA, 22:6n-3), respectivamente (Burdge & Calder, 2005a;
Burdge & Calder, 2005b; Das, 2006). No obstante, cabe destacar que la sintesis de AGPI n-
3 de cadena larga es poco efectiva en humanos (<1%), especialmente debido a la baja
eficiencia de la A6-desaturasa, por lo que generalmente también se recomienda su
ingestion a través de la dieta (Arterburn et al., 2006; Burdge & Calder, 2005a; Chilton et
al., 2008; Das, 2006).

En base a la evidencia de numerosos estudios los AGPI n-6 y n-3 son considerados
beneficiosos para la prevencion de las ECV (Erkkila et al., 2008; Harris et al., 2008; Harris
et al., 2009; Sala-Vila et al., 2013). Los AGPI n-6 tienen el efecto opuesto a los AGS, ya que
cuando se sustituyen de manera isoenergética se produce un descenso de colesterol total
y LDL, pero también de colesterol HDL (Harris et al., 2009; Watson, 2009). Su efecto sobre
los niveles de colesterol es superior al de los AGMI y AGPI n-3 en relacion AGPI n-6>
AGMI> AGPI n-3 (Vemuri & Kelley, 2007). Su consumo aumenta la expresion del receptor
hepatico LXRa (Liver X receptor alpha) que, a su vez, puede inducir la expresién de la 7a-
hidroxilasa, principal enzima responsable de la sintesis de acidos biliares a partir de
colesterol (Fernandez & West, 2005; Kurushima et al., 1995). Adicionalmente, los AGPI n-6
podrian aumentar la expresidn de receptores de colesterol LDL a nivel hepatico vy
disminuir la absorcion de colesterol a nivel intestinal de manera similar a los AGMI (Alvaro

et al., 2010; Fernandez & West, 2005).
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Figura 1-5: Biosintesis de acidos grasos n-6 y n-3 de cadena larga
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& Kelley (2007).
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Abreviaciones: AA, 4cido araquiddnico; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, 4cido docosahexaenoico; HETE,
acido hidroxieicosatetraenoico; HPETE, acido hydroxiperoxieicosatetraenoico; LOX, lipoxigenasa; COX,
ciclooxigenasa; LT, leucotrieno; PG, prostaglandina; TX, tromboxano.

El consumo de AGPI n-3 se ha asociado principalmente a una disminucidn de la sintesis de
triglicéridos y de la secrecion de lipoproteinas VLDL (Bays et al., 2008; Bruckner, 2007;
Erkkila et al., 2008). Este efecto es debido a que estos AGPI pueden inhibir le expresién de
de factores de transcripcion SREBP (sterol regulatory binding protein), que regulan la
expresion de genes involucrados en la sintesis de novo de colesterol y triglicéridos
(Fernandez & West, 2005; Fukumitsu et al.,, 2012). Los AGPI n-3 también pueden
aumentar la expresion de genes relacionados con la oxidacién de AG, principalmente
CEPT-1A vy leptina (Fukumitsu et al., 2012; Harris et al., 2008). Adicionalmente, se ha
descrito que estos AG pueden aumentar la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) y, por
lo tanto, favorecer la eliminacién de triglicéridos (Fernandez & West, 2005; Harris et al.,
2008). Finalmente, otro de los efectos atribuidos a los AGPI n-3, especialmente EPA y DHA,
esta asociado a su capacidad de favorecer el transporte reverso de colesterol (Harris et al.,

2008).

Existe cierta preocupacion sobre si el enriquecimiento de las lipoproteinas con AGPI
podria aumentar su susceptibilidad a la oxidacidn (Lapointe et al., 2006). Algunos estudios
han demostrado que un mayor consumo de LA puede incrementar la oxidabilidad de las
LDL (Abbey et al., 1993; Louheranta et al., 1996; Reaven et al., 1994), pero sin embargo los
resultados no son tan claros para los AGPI n-3 (Lapointe et al., 2006; Puiggrds et al., 2002).
En consecuencia, resulta recomendable que el consumo de estos AG se acompafie de una

ingesta adecuada de antioxidantes.

En la ultima década, el balance entre AGPI n-6 y n-3 ha cobrado un especial interés debido
a que esta estrechamente relacionado con la regulacién de procesos asociados con la
inflamacién (Chilton et al., 2008; Simopoulos, 2002). El acido araquiddnico (AA, C20:4n-6)
tiene una importante funcién como precursor para la sintesis de metabolitos bioactivos
conocidos como eicosanoides. Mdas concretamente, es el precursor de prostaglandinas

(PG) y tromboxanos (TX) de la serie 2, asi como de leucotrienos de la serie 4, acidos
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hidroxieicosatetranoicos (HETE) y lipoxinas. A nivel bioldgico estos metabolitos tienen

actividad pro-inflamatoria, pro-trombdtica, vasoconstrictora y promueven la agregacion

plaquetaria (Das, 2006; Simopoulos, 2002). En cambio, el dcido eicosapentaenoico (EPA,
20:5n-3) sirve como precursor de PG de la serie 3, asi como de TX y LT de la serie 5, que
son considerados biolégicamente menos activos que sus analogos derivados del AA. EPAy
DHA también pueden dar origen en mayor medida a la formacién de compuestos con
actividad anti-inflamatoria conocidos como resolvinas y protectinas (Das, 2006; Serhan et
al., 2002). Ademas, los AGPI n-3 de cadena larga pueden desplazar al AA de las
membranas celulares y, en consecuencia, reducir la produccidn de sus respectivos
eicosanoides. Es importante tener en cuenta que los eicosanoides derivados de los AGPI n-
6 y n-3 comparten los receptores en las células diana vy, por lo tanto, sus efectos pueden

ser considerados antagdnicos (Das, 2006; Simopoulos, 2002).

Cuando se consumen grandes cantidades de AGPI n-6 se produce una elevada cantidad de
eicosanoides pro-inflamatorios lo que contribuye a la formacién de trombos y ateromas,
siendo un importante factor de riesgo para el desarrollo de patologias como la
aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares (Chilton et al., 2008; Simopoulos,
1994). No obstante, tales afirmaciones no estdn libres de controversia (Calder &
Deckelbaum, 2011; Fritsche, 2008; Harris et al., 2009). Ademas, se ha propuesto que un
desequilibrio entre los AGPI n-6 y n-3, puede estar asociado a otras patologias como asma,
cancer, enfermedad inflamatoria del intestino, problemas de autoinmunidad, y
enfermedades mentales y neurogenaritivas como demencia, esquizofrenia, Alzheimer,
Parkinson, etc (Bermejo et al., 2008; Das, 2006; Simopoulos, 2002). En base a esto, resulta
recomendable que el cociente n-6/n-3 de la dieta sea de 10-1/1 (Simopoulos, 2002; World
Health Organization & Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1994). No
obstante, en las dietas occidentales actuales se estima que existe una importante
deficiencia de AGPI n-3, siendo el cociente n-6/n-3 de 15-20/1 (Simopoulos, 2002;
Simopoulos, 2006). Este hecho es principalmente debido a un considerable cambio en las
costumbres alimentarias de las sociedades occidentales en el ultimo siglo, lo que ha

conllevado un aumento del consumo de aceites de origen vegetal y un descenso del
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consumo de pescado (Simopoulos, 2006). En consecuencia, es importante reducir el
cociente n-6/n-3 de la dieta, y aumentar el consumo de EPA y DHA (Bays et al., 2008;
Calder, 2006; Siddiqui et al., 2004).

1.5.5. Acidos grasos trans

La mayoria de acidos grasos insaturados estdn presentes en la naturaleza en conformacién
cis. No obstante, pueden producirse formas isoméricas trans debido a procesos de
hidrogenacion industrial y de bio-hidrogenacién en rumiantes. La produccién de este tipo
de AG empezd a popularizarse a principios del siglo XX, dado que su conformacién
permite que sus cadenas puedan compactarse de manera similar a los AGS dando lugar a
productos semisdlidos, como la margarina. La incorporacion de este tipo de productos a la
dieta habitual de muchas personas hace que el consumo de este tipo de AG sea frecuente

(Vemuri & Kelley, 2007; Watson, 2009).

Un elevado numero de estudios epidemiolégicos han correlacionado el consumo de acidos
grasos trans (AGT), sobre todo de origen industrial, con un aumento del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares (Ganguly & Pierce, 2012; Willett, 2012). De hecho, el
meta-analisis de numerosos estudios donde se evallua el efecto de diferentes grupos de
AG revela que los AGT son el macronutriente con efecto mas perjudicial sobre el perfil
lipidico (Mensink et al., 2003). Su consumo presenta una relacidon dosis-dependiente con
el aumento de la relacion LDL/HDL, asi como un incremento de la concentracién de

triglicéridos (Ascherio, 2006).

Ademas, los AGT presentan otros efectos que pueden incrementar el riesgo
cardiovascular, como un aumento de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias tales
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alpha) o
interleuquina-6 (IL-6) y marcadores de disfuncién endotelial como SICAM-1, sVCAM-1 y

selectina E (Lapointe et al., 2006).
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1.6. PREVENCION DE LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES A TRAVES DE
INTERVENCIONES DIETETICAS

La magnitud global de las ECV y la obesidad requiere de estrategias y politicas de
prevencion a través de diferentes niveles. Tales estrategias deben incluir los esfuerzos
coordinados de la comunidad internacional, los gobiernos, la industria alimentaria, los
medios de comunicacion y los centros de salud y educativos (Malik et al., 2013; World
Health Organization (WHO), 2003). Para reducir la carga de las ECV y la obesidad, la OMS
recomienda realizar actividad fisica regular, evitar el consumo de tabaco y alcohol, limitar
la ingesta energética y consumir una dieta equilibrada (World Health Organization (WHO),

2012a).

En base a lo expuesto en los apartados anteriores, resulta evidente que la composicién de
la dieta influye de manera directa sobre muchos factores de riesgo asociados a las ECV.
Las recomendaciones dietéticas varian entre los diferentes paises, pero existe un amplio
consenso en torno a la necesidad de disminuir el consumo de alimentos ricos en grasa,
azucares y sal. Debido a que la composicion de la grasa influye de manera determinante
en la progresion de patologias como la aterosclerosis, en general, se recomienda disminuir
el consumo de AGS, AGT y colesterol, y sustituirlos por AGMI y AGPI (Aranceta & Pérez-
Rodrigo, 2012).

El fomento del consumo de frutas y verduras es también uno de los principales objetivos
de los diferentes programas en materia de nutricidn dirigidos a mejorar la salud publica
mundial y reducir las enfermedades crénicas. La OMS estima que la ingesta insuficiente de
frutas y verduras causa en todo el mundo aproximadamente un 31% de las cardiopatias
isquémicas, un 11% de los accidentes cerebrovasculares y un 19% de los canceres
gastrointestinales, siendo uno de los 10 principales factores de riesgo de mortalidad a
escala mundial. En base a esto, la OMS recomienda un consumo minimo de frutas y
verduras de 450 g por persona y dia (World Health Organization (WHQO), 2004). Esto es

debido a que las frutas y las verduras son una importante fuente de la mayoria de
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micronutrientes esenciales y junto con los cereales y las legumbres la principal fuente de

fibra alimentaria de la dieta.

Segun diferentes organizaciones, la ingesta de fibra alimentaria recomendada se
encuentran entre los 20 y los 40 g por persona y dia, y debe consumirse fibra soluble (5-10

g) (Tabla 1-4).

Tabla 1-4: Recomendaciones de consumo de grasa y fibra alimentaria en adultos.

Internacional Norteamérica Europa Espaina
oms' USDA EFSA SENC
Grasa total 15-30% 20-35% 20-35% <35%
AGS <10% <10% Lo mas bajo <10%
Reemplazarlos por AGMI y posible
AGPI
Trans <1% Evitar el consumo de origen Lo mas bajo <1%
industrial posible
Colesterol <300 mg/d <300 mg/d - <350 mg/d
<200 mg/d en personas con <110 mg/ 1000 kcal

riesgo  cardiovascular o
diabetes tipo 2

AGMI - - - 20%

AGPI 6-10% - - 5%

n-6 5-8% 5-10% 4% 5%

n-3 1-2% - - 1-2%

EPA + DHA 400-1000 mg/ d Incrementar la cantidad y 250 mg 500-1000 mg/ d

1-2 raciones de variedad de pescado
pescado/ semana  consumido en sustitucién de
otras carnes

Fibra alimentaria  25-30g/d 20-40g/d 25g/d >25g/d

Porcentajes expresados en relacion a la energia total ingerida.

Abreviaciones: AGS, Acidos grasos saturados; AGMI, Acidos grasos monoinsaturados; AGPI, Acidos grasos
poliinsaturados; EPA, acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexaenoico.

'Fuentes:

OMS; Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization (WHO) and Food and Agriculture
Organization (FAOQ), 2003)

USDA; United States Department of Agriculture (U.S. Department of Agriculture (USDA), 2011)
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EFSA; European Food Safety Authority (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition, and Allergies (NDA),

2010)
SENC; Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria (Aranceta & Serra Majem, 2011)

La importancia de la presencia de fibra en la dieta se debe a que es necesaria para una
correcta funcién del tracto intestinal y a que presenta numerosos efectos beneficiosos de
gran interés en el campo de prevenciéon de la obesidad, la diabetes, las ECV y algunos tipos

de cancer gastrointestinal (Anderson et al., 2009; Elleuch et al., 2011).

-47-



Introduccion

1.7. FIBRA ALIMENTARIA

1.7.1. Concepto de fibra alimentaria

El concepto de fibra alimentaria se ha vinculado a diferentes definiciones que han sido
motivo de debate cientifico a lo largo de los anos. Se trata de un concepto flexible y de
constante evolucion en las Ultimas décadas debido a los avances en el conocimiento

analitico, nutricional y fisioldgico.

Se considera que E.H Hipsley fue el primero en acufiar el término “fibra alimentaria” en
1953 para incluir componentes de origen vegetal, tales como celulosa, hemicelulosa y
lignina (Hipsley, 1953). La posterior aparicién entre 1972 y 1976 de nuevas hipdtesis que
relacionaban la fibra alimentaria con aspectos relativos a la nutriciéon y la salud dio lugar a

una de las definiciones mas consistentes hasta el momento:

“La fibra alimentaria se define como la parte remanente de las células vegetales resistente

a la hidrdlisis (digestion) por parte de los enzimas digestivos humanos” (Trowell, 1974).

En dicha definicién, se engloban de manera implicita componentes comestibles y se
incluye, por primera vez, un factor fisioldgico importarte: la indigestibilidad de la fibra en
el intestino delgado. Los componentes asociados son principalmente de origen vegetal,
tales como la celulosa, hemicelulosas, lignina y substancias asociadas como ceras, cutina y
suberina. En 1976, se incluyeron en la definicién todos los polisacaridos indigeribles con
efectos fisiolégicos, como gomas, celulosas modificadas, oligosacdridos y pectinas

(Trowell, 1976).

A partir de este momento, el creciente interés sobre la implicacién a nivel fisiolégico que
pueden tener las fibras alimentarias da lugar a numerosos estudios nutricionales y al
desarrollo de nuevas técnicas analiticas de determinacion que se ajusten al concepto de
fibra alimentaria (Devries et al., 1999). Este hecho facilita la aparicion de diferentes
definiciones alternativas y en 2001 la American Association of Cereal Chemist (AACC)

propone la definicion mas aceptada hasta la fecha:
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“Fibra alimentaria es la parte comestible de plantas o carbohidratos andlogos resistentes a
la absorcion en el intestino delgado y con fermentacion parcial o completa en el intestino
grueso. Incluye polisacdridos, oligosacdridos, lignina y substancias vegetales asociadas. La
fibra alimentaria promueve efectos fisioldgicos beneficiosos como la laxacion, y/o la
atenuacion de los niveles sanguineos de colesterol y/o glucosa” (USA, American

Association of Cereal Chemists., 2001)

No obstante, la definicion de fibra alimentaria supone hoy en dia un debate abierto. En
base a métodos puramente analiticos, diferentes compuestos no digeribles podrian ser
erroneamente incluidos en el concepto de fibra alimentaria sin tener efectos beneficiosos
para la salud. Por otro lado, el potencial de las fibras alimentarias como compuestos con
efectos beneficiosos para la salud ha dado lugar a la aparicidon de nuevos compuestos que
actuan como fibras alimentarias pero no quedan incluidos en las definiciones establecidas.
En consecuencia, se han propuesto modificaciones alternativas al concepto de fibra que

han conllevado la aparicion de diferentes definiciones (Food and Nutrition Board., 2005):

Fibra alimentaria: Consistente en carbohidratos no digeribles y lignina existentes de

manera intrinseca e intacta en plantas.

Fibra funcional: Consistente en carbohidratos aislados, no digeribles y con efectos

fisioldgicos beneficiosos para la salud humana.
Fibra total: Suma de Fibra alimentaria y Fibra funcional.

Estos conceptos, reconocen la diversidad existente de carbohidratos no digeribles y
permite la incorporacion de nuevas fibras que puedan ser desarrolladas en un futuro. Por
ejemplo, incluye ademds de carbohidratos de origen vegetal, aquellos procedentes de
origen animal, asi como aquellos carbohidratos que puedan producirse a partir de

recursos naturales o por sintesis.

El concepto de fibra funcional engloba aquellas fibras que puedan ser aisladas o extraidas
usando procesos quimicos o enzimaticos y que tienen efectos fisioldgicos beneficiosos.
Incluye a su vez, aquellos polisacaridos u oligosacaridos que hayan podido originarse de la

modificacion de otros existentes, como por ejemplo, por cambios en la longitud del
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polimero o en su peso molecular. El principio de inclusién de este concepto reside en el
interés de incluir carbohidratos no digeribles de origen animal con beneficios para la

salud, como seria el caso de la n-acetil-glucosamina (o quitosano).

En resumen, la definicion del término “fibra alimentaria” ha evolucionado
significativamente en las Ultimas décadas debido a un constante debate internacional que
ha sido la base para establecer nuevas metodologias analiticas y profundizar en el

conocimiento de sus efectos nutricionales vy fisiolégicos.

1.7.2. Clasificacion y estructura

Las propiedades fisiolégicas de la fibra alimentaria dependen en gran medida de sus

caracteristicas fisicas, principalmente de su estructura molecular y solubilidad.

Desde el punto de vista estructural, la fibra alimentaria esta constituida por la repeticion
de bloques estructurales basicos. Las fibras alimentarias se dividen en aquellas cuya
estructura principal es o no de naturaleza polisacdrida. La mayoria de fibras alimentarias
estan formadas por series de polisacaridos cuyos principales monosacaridos son pentosas
como la arabinosa, la xilosa y la apiosa; hexosas como glucosa, galactosa y manosa; 6-
deoxihexosas como ramnosa y fucosa, y acidos urénicos como el acido glucurénico o el
acido galacturénico (Figura 1-6). Ejemplos de fibras pertenecientes a este grupo serian

fibras como la celulosa, la quitina, los B-glucanos, la pectina y las gomas guar.

Por lo que respecta a las fibras de naturaleza no polisacarida, sus principales
representantes son fibras como la lignina, la suberina, la cutina y ceras relacionadas. La
lignina esta principalmente formada por cinamil e hidroxicinamil alcoholes, tales como el
p-cumaril, coniferil o sinapil, mientras que los principales componentes estructurales de la
suberina y la cutina son Aacidos grasos, alcoholes de dacidos grasos, acidos grasos

hydroxilados y acidos dicarboxilicos (Figura 1-7).
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Figura 1-6: Principales mondsacaridos contituyentes de fibras alimentarias
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Figura 1-7: Mondémeros fendlicos estructurales tipicos de la lignina

Cumaril alcohol

Coniferil alcohol

Sinapil alcohol

OCH,

HO\©V\/ HOJ@\/\/ HOD\/\/
OH
A~ Hco 7 H,CO AN\ AOH

En funcién de su solubilidad en agua la fibra alimentaria se divide en dos grandes grupos.

Aunque normalmente se entiende como fibra soluble aquella fibra soluble en agua, el

término seria extensible a todas aquellas fibras solubles en disoluciones tampdn con
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enzimas que emulen soluciones enzimaticas propias del sistema digestivo humano. Se
incluirian en este grupo polisacdridos como pectinas, gomas y mucilagos presentes en
fruta, asi como en avena, cebada y legumbres. Las fibras insolubles, estarian
principalmente representadas por componentes de la pared de células vegetales como la
celulosa, la lignina y la hemicelulosa, asi como otros polimeros como el almidén

resistente, la quitina y sus derivados.

En la Tabla 1-5 se resumen algunas de las fibras alimentarias mas conocidas y sus fuentes

de obtencidon mas comunes.
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Tabla 1-5: Clasificacion de fibras alimentarias y ejemplos de fuentes de obtencion

Estructura Mondmeros

Hemicelulosas solubles

Glucosa
Ac. galacturénico
Acido glucurénido

Fuente
Plantas y partes comestibles

Otros...

Xilosa
Pectina Arabinosa Manzana
Fructosa, Galactosa Uva
Glucosa Limon
Ramnosa Naranjas
Xilosa
Ac. galacturénico
Maltodextrinas resistentes | Glucosa Patata procesada
a la digestion
B -glucanos Glucosa Avena, Salvado, Centeno
Pared de hongos y levaduras
w | Gomas galactomanano Manosa Pared células vegetales
@ Galactosa Gomas guar
> Algarrobo
O | Gomas glucomanano Manosa Pared células vegetales
< n Glucosa
2 Psyllium Arabinosa Galactosea Semilla de Psyllium
‘g Ac. galacturdnico
b Xilosa
g Inulina Fructosa Alcachofa
-8 Glucosa Cebada, Trigo
Achicoria
Cebolla
Goma xantana Glucosa Bacterias
Ramnosa
Ac. glucurénico
Agar Galactose Algas
3,6-anhydro-L-galactosa
Sacaridos sulfonados
Xilosa
Celulosa Glucosa Plantas y partes comestibles
Hemicelulosa insoluble Glucosa Plantas y partes comestibles
Ac.galacturénico
Acido glucurénido
Xilosa
Almidon resistente Glucosa Banana verde
w Patata y almidon procesado
@ | Quitina Glucosamina Invertebrados
2 Hongos y levadura
O | Lignina Cinamil alcoholes Pared de células vegetales
= 2 Sacéridos
E - Cutina Acidos grasos Pared de células vegetales
[3] Ac. Grasos hidroxilados
< g
= alifaticos
O Suberina Fenoles Células vegetales
% ijdroxiécidos polifuncionales
2 Ac. dicarboxilicos
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1.7.3. Fibra alimentaria y enfermedades cardiovasculares

Desde su aparicion, el término “fibra alimentaria” se ha relacionado con hipdtesis que
asociaban un consumo elevado de fibra con efectos beneficiosos para la salud. En 1953,
E.H. Hipsey fue el primero en asociar un elevado consumo de vegetales y fibra con una
disminucién de la incidencia de problemas de salud como la toxemia y la eclampsia. Ocho
anos mas tarde Keys et al. (1961) publicé una de las primeras demostraciones de que el
consumo de fibra alimentaria disminuia los niveles de lipidos en sangre. A.R. Walker
(1956), H. Trowell (1972 y 1976) y D.P. Burkitt (1977), observaron que enfermedades
propias de paises industrializados, como las ECV, tenian un bajo indice de prevalencia en
poblaciones nativas Africanas cuyo consumo de fibra era muy superior y cuya ingesta de

grasa era muy inferior.

Un gran numero de estudios prospectivos y de cohortes han reafirmado tales
observaciones en sociedades industrializadas, documentando que un consumo elevado de
alimentos ricos en fibra esta asociado con una disminucion de la prevalencia de ECV (Buil-
Cosiales et al., 2009; Kokubo et al., 2011; Wu et al., 2009). No obstante, puede resultar
controvertido establecer si existe realmente una causa-efecto directa, debido a la
existencia de variaciones en otros factores dietéticos. Por ejemplo, las asociaciones
directas entre consumo de fibra y ECV pueden perder peso estadistico teniendo en cuenta
que parte del efecto también podria ser atribuido a variaciones en otros factores, como
diferencias en el consumo de energia o grasa. Ademas, resulta dificil concluir si todas las

fibras alimentarias tienen un efecto beneficioso frente a ECV, diabetes y obesidad.

Pese a esto, cada vez son mds abundantes las evidencias que correlacionan un consumo
elevado de fibra con mejoras en factores de riesgo propios de ECV (Anderson et al., 1994).
Un elevado consumo de fibra puede tener un efecto beneficioso sobre la hipertensidn, la
diabetes (Brennan, 2005; Mann, 2001, Sanchez-Muniz, 2012), la obesidad (Howarth et al.,
2001; Ludwig et al., 1999a; Slavin, 2008) y el sindrome metabdlico (Aleixandre & Miguel,
2008). Es por ello, que el estudio de las fibras alimentarias y su repercusién sobre las ECV,

asi como diferentes factores de riesgo continda siendo de gran interés en la actualidad.
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1.7.4. Efectos beneficiosos de la fibra alimentaria

El consumo de fibra alimentaria se ha asociado con numerosos efectos beneficiosos
(Anderson et al., 2009; Viuda-Martos et al., 2010). Tales efectos varian considerablemente
en funcién de las caracteristicas fisicas y quimicas del de la fibra. En términos generales, se
considera que la solubilidad de las fibras en agua puede condicionar sus efectos
beneficiosos. Los efectos de las fibras solubles, también pueden depender de si se trata de
fibras viscosas (p.ej. goma guar) o no viscosas (p.e. maltodextrina resistente a la digestién)
en funcién de su capacidad de formar geles, o de si se trata de fibras fermentables (p.e.
inulina) o no fermentables (p.ej. psyllium) en base a si pueden ser degradadas por la
microbiota intestinal (Chutkan et al., 2012). Tradicionalmente, los efectos de las fibras
alimentarias se han agrupado en base a estas caracteristicas. No obstante, cabe destacar
gue se trata de una clasificacion simplista, ya que las propiedades beneficiosas de las
fibras no son exclusivas del tipo de fibra y ademas muchas fibras, tal y como se
encuentran de manera natural en los alimentos, no son exclusivamente solubles o
insolubles sino que son una mezcla de ambos tipos. Algunos de los efectos beneficiosos
del consumo de fibra alimentaria se resumen en la Figura 1-8 y son descritos a
continuacioén. Entre los efectos fisioldgicos atribuibles al consumo de fibra alimentaria que
pueden resultar de interés debido a su relacién con la prevencién de factores de riesgo
asociados a ECV destacan efectos beneficiosos relacionados con el control de peso y la

glucemia, y, sobre todo, efectos hipocolesterolémicos.
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Figura 1-8: Resumen de efectos beneficiosos del consumo de fibras alimentarias

N Tiempo de masticado

/N Salivacion
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{J Digestibilidad {J Digestibilidad de

; w)  CONTROL GLUCOSA
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{J Absorcion de grasa (y colesterol
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+Butirato ™ PREVENCION CANCER COLON
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REGULACION TRANSITO INTESTINAL

Resumen general de algunos de los efectos beneficiosos asociados al consumo de fibras alimentarias
(solubles y insolubles).
Abreviaciones: GLP, glucagon-like peptide; CCK, colecistoquinina; SCFA, acidos grasos de cadena corta.

1.7.4.1. Fibra alimentaria y control de peso

Diferentes estudios sugieren que un elevado consumo de fibra, bien sea en forma de
alimentos ricos en fibra o en forma de complementos alimenticios, puede relacionarse
con un menor consumo de energia y, en ultimo término, con una mayor pérdida de peso o
una menor ganancia de peso (Howarth et al., 2001; Keithley & Swanson, 2005; Ludwig et
al., 1999a). De hecho, el consumo de fibra alimentaria esta inversamente asociado con el

pesoy la grasa corporal (Slavin, 2005).

Los posibles beneficios de la fibra alimentaria sobre el consumo de peso se atribuyen a
diferentes efectos que pueden influir sobre la energia ingerida. En primer lugar, la
incorporacion de fibra alimentaria en alimentos puede diluir la energia presente en los

mismos. Es decir, la sustitucién de otros nutrientes por fibra alimentaria, la cual es de
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naturaleza indigerible, supone una reduccién de la densidad energética de los alimentos,
de manera que a una misma cantidad de alimento consumido se ingiere una menor

cantidad de energia (Pérez-Escamilla et al., 2012).

El consumo de fibra alimentaria puede incrementar la sensacién de saciedad. En general,
la palatabilidad de los alimentos ricos en fibra hace que se requiera un mayor esfuerzo o
tiempo de masticado, lo que puede promover el efecto de saciado y reducir la cantidad de
alimento ingerido (Slavin, 2005). A su vez, una mayor masticacion puede promover una
mayor distension estomacal debido al aumento de la produccién de saliva y 4acidos
gastricos. La capacidad de algunas fibras alimentarias de retener agua puede intensificar

este efecto (Howarth et al., 2001).

Uno de los efectos mas estudiados de la fibra alimentaria consiste en su capacidad de
disminuir la digestibilidad de los nutrientes presente en los alimentos y, por lo tanto, la
energia procedente de los mismos, especialmente en forma de grasa. Este efecto se
atribuye principalmente a fibras viscosas, debido a su capacidad de formar una matriz
donde pueden quedar atrapados los nutrientes, lo que puede retrasar su digestion y
disminuir el contacto fisico entre los nutrientes y la pared intestinal, necesaria para su
absorcion (Adlercreutz, 2007; Jenkins, 2004; Keithley & Swanson, 2005). No obstante, este
efecto también es atribuible a otros tipos de fibra que independientemente de su
viscosidad presenten capacidad de unir o capturar grasas (capacidad fat-binding),
disminuir la acciéon de enzimas digestivas o actuar sobre cualquier otro aspecto del
proceso digestivo (p. ej. dificultar la emulsién de grasa a nivel intestinal) (Adlercreutz,
2007; Gallaher et al., 2000; Yokoyama et al., 2011). Ademas, en base a algunas hipétesis
relacionadas con la regulacion energética, se piensa que un aumento del tiempo durante
el cual los nutrientes son absorbidos puede reducir la sensacién de hambre y aumentar la

de saciedad (Friedman, 1995; Stubbs & Tolkamp, 2006).

Algunas teorias mas especulativas proponen que las fibras alimentarias también podrian
influir sobre la ingesta de energia a través de efectos relacionados con hormonas

asociadas al tracto intestinal. Por ejemplo, se piensa que el consumo de fibras
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alimentarias podria aumentar la produccién de péptidos derivados del proglucagdn como
el GLP-1 vy 2 (glucagon-like peptide) secretados por las células L distribuidas a lo largo del
intestino (Aleixandre & Miguel, 2008). Se sabe que la secreciéon de estas hormonas
aumenta en respuesta a la cantidad de macronutrientes presentes en el intestino, tales
como grasas e hidratos de carbono. Debido a que las células productoras de proglucagon
se encuentran principalmente en el ileon y el colon, se cree que el efecto de la fibra
alimentaria podria deberse tanto a un aumento de la concentracion de macronutrientes
en el ileon como a una mayor produccion de SCFA en el colon. Entre los diferentes efectos
de la GLP-1 y 2 a nivel fisioldgico se incluyen una reduccién de la secrecion de jugos
gastricos y del vaciado estomacal, asi como una disminucion de la sensaciéon de hambre
(Howarth et al., 2001). Efectos similares se han observado en otras hormonas como la
colecistoquinina (CCK), un neurotrasmisor secretado por células del tracto intestinal
superior y que regula la motilidad intestinal, la contraccion de la vesicula biliar y la
secrecion de enzimas pancreaticas (Slavin, 2005). Finalmente, se sabe que las células L
también son productoras de péptido PYY, el cual reduce el apetito y la ingesta de
alimento, aunque hasta el momento se desconoce si su produccién es alterada de manera

significativa por el consumo de fibras alimentarias (Aleixandre & Miguel, 2008).

1.7.4.2. Fibra alimentaria y control de glucosa

Durante el proceso de digestion, los carbohidratos complejos, como por ejemplo, el
almidoén, son hidrolizados a sus respectivos monosacaridos. Aunque la mayoria de
monosacaridos tienen funciones nutricionales, la glucosa y su metabolismo suele recibir

mayor atencién en lo que respecta a la diabetes y la obesidad (Brennan, 2005).

La fibra alimentaria puede retrasar la degradacidon de los carbohidratos complejos y
reducir la absorcion de glucosa. Esta propiedad se atribuye cominmente a la capacidad de
algunas fibras de aumentar la viscosidad en el intestino (Brennan, 2005). Sin embargo, la
fibra alimentaria también altera la estructura de los alimentos, lo que puede dificultar la
accesibilidad de los carbohidratos complejos a enzimas digestivas como la amilasa.

Estudios in vitro demuestran que el enriquecimiento de alimentos con fibras tanto
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solubles como insolubles disminuye y/o retrasa la degradacién del almidén por efecto de
la amilasa. La reduccién de la liberacidn de glucosa supone una reduccién del indice
glucémico de los alimentos (Tudorica et al., 2002; Wakabayashi et al., 1999). Otro de los
mecanismos relacionados con los efectos beneficiosos de las fibras alimentarias sobre el
metabolismo de la glucosa se asocia a su capacidad de aumentar la secrecién de GLP-1,
gue tiene efectos insulinotrdpicos, es decir, mejora la produccién y la respuesta a la

insulina (Prieto et al., 2006).

Diferentes estudios demuestran que el consumo de fibras, especialmente fibras solubles
viscosas, atenua los niveles de glucosa postprandial y la respuesta de insulina en pacientes
sanos (Alminger & Eklund-Jonsson, 2008). Ademas, existen evidencias que demuestran
gue tanto el consumo de alimentos con un bajo indice glucémico como la suplementacion
de la dieta con fibra alimentaria mejora el metabolismo de la glucosa y la insulina en

pacientes con diabetes Tipo 1y 2 (Brennan, 2005; Mann, 2001; Tapola et al., 2005).

Cabe destacar que el consumo continuado de alimentos con un elevado indice glucémico
conlleva una serie de efectos metabdlicos adversos que estimulan el hambre, promueven
la deposicidn de grasa e incrementa el estrés de las células B del pancreas (Gaesser, 2007;
Pawlak et al., 2004). Por lo tanto, resulta aconsejable un cambio de hdabitos alimentarios
qgue conlleve un mayor consumo de fibra alimentaria y de alimentos con un bajo indice
glucémico para prevenir y tratar el sindrome metabdlico y la aparicion de patologias
asociadas como la diabetes y las ECV (Aleixandre & Miguel, 2008). De hecho, estudios
clinicos muestran que existe un mayor riesgo de infarto de miocardio en aquellas personas
gue consumen dietas con un elevado indice glucémico en comparacién a aquellas que

consumen habitualmente dietas con un bajo indice (Ludwig et al., 1999b).

1.7.4.3. Fibra alimentaria y control de colesterol

La capacidad de reducir los niveles de colesterol en sangre es una caracteristica que se
atribuye principalmente, pero no de manera excluyente, a fibras solubles. Diferentes
estudios demuestran que un elevado consumo de fibra soluble esta asociado con una

reduccion de los niveles de colesterol en sangre (Brown et al., 1999; Sola et al., 2010;
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Warnberg et al., 2009; Wolever et al., 2011). Generalmente, estos estudios muestran una
reduccién de los niveles de colesterol total y LDL, sin que se produzcan cambios
significativos en los niveles de lipoproteinas HDL. Entre las diferentes fibras solubles cuya
capacidad hipocolesterolémica estd documentada con un grado de evidencia considerable
se incluyen fibras como galactomananos (goma guar), glucomananos, PB-glucanos,
pectinas, psyllium y gomas xantanas. Por el contrario, se ha demostrado que fibras
insolubles como la celulosa no tienen efecto sobre los niveles de colesterol (Jalili et al.,
2000). No obstante, cabe destacar que no todas las fibras solubles e insolubles tienen el
mismo efecto sobre los niveles de colesterol ni presentan los mismos mecanismos. Por
ejemplo, fibras funcionales insolubles como el quitosano han demostrado ser efectivas

reduciendo los niveles de colesterol (Aranaz et al., 2009).

Existen diferentes mecanismos por los cuales las fibras alimentarias pueden reducir los
niveles de colesterol. Principalmente, estos mecanismos estan asociados con una
disminucién de la absorcion de colesterol, un aumento de la excrecién de acidos biliares y

una reduccion de la sintesis endogena de colesterol.

Efecto sobre la absorcion de colesterol y la excrecion de dcidos biliares

Uno de los principales mecanismos asociados a la capacidad de las fibras de reducir los
niveles de colesterol en plasma esta relacionado con su capacidad de reducir la absorcidn
de colesterol de la dieta y aumentar la excrecién de acidos biliares (Gunness & Gidley,
2010, Viuda-Martos et al., 2010). Este mecanismo se ha atribuido sobre todo a fibras
solubles con capacidad de formar geles y aumentar la viscosidad a nivel intestinal
(Moriceau et al., 2000; Theuwissen & Mensink, 2008). Sin embargo, algunos estudios
demuestran que no es estrictamente necesario que haya un aumento de la viscosidad
para que se produzca un aumento de la excrecion de colesterol y acidos biliares (Bangoura

et al., 2009; Gallaher et al., 1993b).

Determinadas fibras pueden reducir de manera directa la absorcién de colesterol de la
dieta (Gallaher et al.,, 2002). No obstante, debido a que el colesterol exdgeno sélo

representa aproximadamente de un cuarto a un tercio del colesterol total en el
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organismo, el principal efecto hipocolesterolémico de las fibras alimentarias se atribuye a
su capacidad de aumentar la excrecidn de acidos biliares (Gunness & Gidley, 2010; Liu et
al., 2008). Algunas fibras pueden unirse o atrapar acidos biliares en el tracto intestinal lo
qgue dificulta la formacidon de micelas y por lo tanto la absorcion de colesterol y la
reabsorcion de acidos biliares, y en consecuencia aumenta su excrecién (Gallaher et al.,
2000; Kishimoto et al., 1995). Generalmente, los acidos biliares son secretados al lumen
intestinal y reabsorbidos en el intestino delgado para poder ser utilizados nuevamente
para emulsionar la grasa y facilitar su absorcion. La interrupcidon de la circulacion
enterohepatica de los acidos biliares conlleva que una mayor parte de colesterol hepatico
deba destinarse a la produccion de acidos biliares para su reemplazo en lugar de ser
incorporados al torrente sanguineo en forma de VLDL (Chiang, 2009). Aunque la actividad
enzimatica de la HMG-CoA-red puede aumentar para suplir las necesidades de colesterol,
la sintesis de novo de colesterol puede no ser suficiente para suplir las necesidades de
reemplazo de acidos biliares. En consecuencia, el aumento de la demanda de colesterol en
el higado conlleva un aumento de la sintesis y la actividad de receptores de LDL, lo que
aumenta la captacion de lipoproteinas VLDL y LDL, disminuyendo asi su concentracion en

sangre (Chiang, 2009; Gunness & Gidley, 2010).

Inhibicidn de la sintesis de colesterol

Las fibras no digeridas y absorbidas en el intestino delgado pueden ser usadas como
sustrato para la actividad fermentativa de bacterias anaerdbeas en el ciego y el colén.
Como resultado se observa un aumento de SCFA tales como el acetato, el propionato y el
butirato (Kishimoto et al., 1995; Pylkas et al., 2005; Wong et al., 2009). Los SCFA,
particularmente el propionato, puede reducir la sintesis de colesterol a través de la
disminucién de la actividad de enzimas como la acetil-CoA reductasa y la HMG-CoA-red

(Véase apartado 1.5.2. Acidos grasos saturados).

El papel de algunas fibras sobre la regulacion de los niveles de glucosa también podria
afectar a la sintesis de colesterol. La insulina es conocida por su influencia sobre el
metabolismo de los carbohidratos, la sintesis de proteinas y la lipogénesis.
Adicionalmente, esta hormona activa la enzima HMG-CoA-red (Lakshmanan et al., 1973).
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Un descenso de la glucosa postprandial se acompana de una reduccién de los niveles de
insulina, lo que potencialmente podria reducir la actividad de la HMG-CoA-red y en
consecuencia la sintesis hepdtica de colesterol (Gunness & Gidley, 2010). No obstante,
debido a que la insulina interviene en muchas de las respuestas inducidas por las dieta

resulta dificil disefiar experimentos que demuestren claramente esta teoria.

1.7.4.4. Otros efectos beneficiosos

Uno de los beneficios mas conocidos de la fibra alimentaria se asocia a su capacidad de
mejorar la salud del tracto intestinal. Las fibras insolubles, pese a no tener capacidad de
retener agua, incrementan el peso del bolo fecal y aumentan el transito intestinal
mediante una estimulaciéon mecanica de la mucosa del intestino y un aumento del
peristaltismo (Cummings, 2001; Chen et al., 1998). Este hecho hace que las fibras
insolubles sean de utilidad en personas con problemas de estrefiimiento, un problema
muy comun en personas con obesidad (Aleixandre & Miguel, 2008). Las fibras solubles con
capacidad de retener agua favorecen la formacion de un bolo fecal mas blando que
paraddjicamente disminuye la consistencia en personas con estrefiimiento y normaliza la

consistencia en personas con diarrea (Chawla & Patil, 2010; Chutkan et al., 2012).

La capacidad fermentativa de algunos tipos de fibra conlleva también una mejora de la
salud intestinal. Su efecto prebidtico mejora la ecologia de la microbiota del intestino,
aumentando la cantidad y la diversidad de bacterias acidoldcticas no patégenas como
Bifidobacterium sp. y Lactobacillus sp. (Fastinger et al., 2008; Velazquez et al., 2000).
Ademas, un aumento de la actividad fermentativa puede disminuir el pH del intestino e
inhibir el crecimiento de otros microorganismos patégenos (Lim et al., 2005; Wong et al.,
2009). Ademas de los beneficios inherentes sobre la salud intestinal, el efecto de la fibra
alimentaria sobre la composicién de la microbiota intestinal puede resultar de interés en
la prevencidn o el tratamiento de la obesidad y la diabetes. Esto es debido a que algunos
estudios muestran que la diversidad bacteriana en el intestino es diferente en personas
gue presentan obesidad. Ademads, algunas publicaciones recientes sugieren que la

microbiota intestinal puede tener un papel importante tanto en la obtencién de energia
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como en la regulacién del metabolismo (Ajslev et al., 2011; Burcelin et al., 2011; Luoto et

al., 2011).

En los ultimos afios, uno de los efectos beneficiosos del consumo de fibra que mayor
interés ha despertado estd relacionado con su posible papel en la prevencion del cancer
de colon (Rose et al., 2007). Las fibras alimentarias pueden presentar un efecto
guimioprotector, por ejemplo, disminuyendo la exposicion a toxinas debido a un aumento
del transito intestinal y adsorbiendo metabolitos toxicos de origen exégeno, endégeno y/o
bacteriano (Lim et al., 2005; Scharlau et al., 2009). Adicionalmente, el butirato que se
produce como consecuencia de una mayor actividad fermentativa puede aumentar la
actividad de enzimas como glutation-S-transferasas, involucradas en la detoxificacion de
carcinégenos tanto de origen enddgeno como exdgeno (Scharlau et al., 2009). Por ultimo,
existen estudios que sugieren que el consumo de fibra puede inducir efectos moduladores
de procesos inflamatorios e inmunes, que son de interés tanto por la implicacién de estos
procesos en la evolucién del cancer de colon, como a su relacién con muchos otros

aspectos fisioldgicos (Lim et al., 2005; Murphy et al., 2010).
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1.7.5. Goma guar parcialmente hidrolizada

La goma guar (GG) es una fibra soluble obtenida a partir de la planta leguminosa
Cyamopsis tetragonolobus L. originaria de Sudafrica, Australia, Estados Unidos y sobre
todo Asia, especialmente de la India y Pakistan (Kapoor & Juneja, 2009; Peter et al., 2001).
Se trata de un polimero de elevado peso molecular que estructuralmente estd formado
por galactomananos, consistentes en una esqueleto lineal de unidades D-manopiranosil
unidas mediante enlaces B(1->4), y unidades de a-D-galactopiranosa unidas en posicién
0-6 aproximadamente cada dos manopiranosas del esqueleto principal (Figura 1-9).
Generalmente, la relacion manosa:galactosa es aproximadamente 62:38 (McCleary &
Prosky, 2001; Peter et al., 2001). Su uso mas comun en la industria alimentaria es el de
espesante, gelificante y estabilizante en un elevado nimero de productos como zumos,
salsas y productos lacteos, entre otros. Debido a sus efectos beneficiosos para la salud es
considerada una de las fibras solubles mas prometedoras (Butt et al., 2007; Peter et al.,
2001). Sin embargo, su elevada viscosidad puede dificultar su incorporacién a los

alimentos con finalidades nutraceuticas en concentraciones fisioldgicamente activas.

Figura 1-9: Estructura quimica de la goma guar

La unidén de galactopiranosas se produce cada dos unidades de manopiranosas. La hidrélisis enzimatica para

la obtencion de goma guar parcialmente hidrolizada se produce entre unidades de manopiranosa.
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La goma guar parcialmente hidrolizada (PHGG) se obtiene mediante la hidrdlisis
enzimatica controlada de la goma guar. El proceso se realiza generalmente con enzimas
endo-B-D-manasa procedentes de Aspergillus niger, lo que permite la obtencién de
compuestos con un grado de polimerizacion aproximadamente 10 veces inferior a la goma
guar (Kapoor & Juneja, 2009). El producto final obtenido consiste en un polvo blanco que
presenta una viscosidad baja en solucidén acuosa. Asi, por ejemplo, mientras que la goma
guar puede presentar una viscosidad de entre 2000-3000 mPa-s en solucién acuosa al 1%,
la viscosidad de la PHGG obtenida por métodos enzimaticos puede ser de
aproximadamente 12 mPa-s (McCleary & Prosky, 2001). Un ejemplo de PHGG obtenidas
mediante este proceso son los productos actualmente comercializados con los nombres
de Benefiber® y Sunfiber®. Alternativamente, la PHGG puede obtenerse por procesos

guimicos.

Pese a la significativa reduccién de la viscosidad de la PHGG, ésta conserva diferentes
funciones beneficiosas tipicamente atribuidas a la GG. Diferentes estudios en animales de
laboratorio y en humanos muestran que la PHGG presenta efectos hipolipidémicos,
pudiendo disminuir los niveles de colesterol y triglicéridos en plasma, asi como efectos
hipoglucémicos, reduciendo los niveles de glucosa e insulina postprandial (Minekus et al.,
2005; Takahashi et al., 2009; Yoon et al., 2008a). Ademas, se ha descrito que la PHGG
puede tener diferentes efectos beneficiosos en el tracto digestivo. Su consumo puede
incrementar la frecuencia de defecacion, aumentar el bolo fecal y disminuir su
consistencia, siendo de utilidad en personas con estrefiimiento (Giannini et al., 2006;
Takahashi et al., 1994). Adicionalmente, sus beneficios sobre el tracto digestivo pueden
ser de utilidad en aplicaciones de interés clinico. Por ejemplo, en pacientes que requieren
una alimentacidn enteral continuada, una de las principales complicaciones es la aparicién
de problemas gastrointestinales, especialmente diarreas. La diarrea es la principal causa
por la cual la alimentacidn enteral es suspendida debido a la elevada pérdida de fluidos y
balance electrolitico, asi como al empeoramiento del estado nutricional. En este tipo de
pacientes la adicion de PHGG a la dieta liquida puede aumentar la tolerancia

gastrointestinal y el control intestinal (Spapen et al., 2001). Por el contrario, la elevada
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viscosidad de la goma guar limita su uso en este tipo de férmulas debido a su administracion

por sonda nasogastrica.

La PHGG, debido a que no es digerida por las enzimas digestivas en humanos, puede
alcanzar el intestino grueso donde puede ser degradado por enzimas glicoliticas de los
microorganismos, siendo utilizado como sustrato energético para su crecimiento.
Diferentes estudios demuestran que su consumo mejora la microbiota intestinal
incrementando el numero y la diversidad de bifidobacterias y lactobacilos. El aumento de
este tipo de microorganismos y su actividad conlleva una mayor produccion de SCFA y un
descenso del pH intestinal (Okubo et al.,, 1994; Pylkas et al., 2005). Por el contrario,
algunos estudios sugieren que la PHGG podria reducir el nimero de microorganismos
patégenos en el intestino, como por ejemplo Salmonella sp. o Colstridum sp (Linetzky
Waitzberg et al., 2012; McCleary & Prosky, 2001). Este hecho hace que la PHGG sea
considerada de gran interés para el tratamiento de problemas intestinales de etiologia
poco conocida en los que se cree que la disbiosis tiene un papel importante, como el

sindrome del intestino irritable (Giannini et al., 2006; Parisi et al., 2002).

En consecuencia, la PHGG es una fibra con un gran potencial para la industria alimentaria
debido a la posibilidad de ser incorporada a una amplia variedad de matrices alimentarias
y a que presenta un elevado numero de efectos fisiolédgicos beneficiosos. No obstante, a
diferencia de la goma guar, que ha sido mds estudiada, muchos de los mecanismos

mediante los cuales la PHGG ejerce sus efectos beneficiosos no son bien conocidos.

1.7.6. Maltodextrina resistente a la digestion

El almiddn es una de las principales fuentes de hidratos de carbono en la dieta denido a su
elevada abundancia en las plantas. Se ha observado que una parte de los almidones
resiste a la digestidn enzimatica. Esta fraccidn ha recibido el nombre de almiddn resistente
a la digestion y el estudio de sus propiedades beneficiosas ha despertado un gran interés,
ya que presenta propiedades fisioldgicas tipicas de la fibra alimentaria (Englyst &
Cummings, 1987; Fuentes-Zaragoza et al., 2010). En los hidrolizados de almiddn, también

existen componentes indigeribles como las dextrinas y las maltodexrinas. La
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maltodextrina resistente a la digestion (MD) resulta de gran interés por sus propiedades
fisicas y por su idoneidad para ser utilizada en diferentes alimentos (McCleary & Prosky,

2001).

Un ejemplo concreto de maltodextrina resistente a la digestion comercializado
actualmente es el Fibersol-2®. Esta maltodextrina se obtiene a partir de almidén de maiz
mediante un proceso que comprende: a) una primera hidrélisis con calor y una
concentracion baja de acido clorhidrico en condiciones de baja humedad, b) una segunda
hidrélisis con amilasa, c) un proceso de refinado y pulverizado mediante spray-drying
(Ohkuma et al., 1997). Como resultado se obtiene un compuesto con un peso molecular
aproximado de 2000 Da que a diferencia del almidén, que sélo contiene enlaces

glucosidicos a(1->4) y a(1->6), también contiene enlaces 1>2y 1->3.

Figura 1-10: Estructura de la maltodextrina resistente a la digestion

CH:OH H:0H
0
H OH
—0 0 OCH:
CHzOH H OH CHzOH CH:0

CH20H
O 0 0o 0
H OH H
0 0o o)

! CHzOH CHzOgH CH:O%H o

HzOH CH:OH CH:OH 0o
0]
H OH H
HO o) 0
OH OH OH

Ejemplo de estructura aproximada de Fibersol-2.

Las propiedades fisicas de este compuesto permiten que sea incluso mas soluble en agua

gue la maltodextrina convencional, pero sélo parcialmente digerible por el sistema
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digestivo humano. Aproximadamente el 90% del compuesto es indigerible tal y como se
entiende en el concepto de fibra alimentaria. Este hecho hace que sea de gran interés
para la industria alimentaria, ya que ademds de presentar propiedades beneficiosas para
la salud, propias de la fibra soluble, puede ser incorporado a una gran variedad de
alimentos sin modificar significativamente sus propiedades organolépticas (McCleary &

Prosky, 2001).

Las principales propiedades nutraceuticas de la MD incluyen efectos sobre el metabolismo
de la glucosa y de los lipidos, asi como otros efectos fisioldgicos beneficiosos sobre el
tracto intestinal (McCleary & Prosky, 2001). Diferentes estudios muestran que la
coadministracion de MD retrasa la absorcion de glucosa, atenuando la curva de glucosa e
insulina postprandial en sangre. A diferencia de otras fibras solubles de naturaleza mas
viscosa, como la pectina o la goma guar, se cree que este efecto podria ser debido a un
efecto reversible de bloqueo competitivo de los transportadores asociados a disacaridos
(Wakabayashi et al., 1999). Adicionalmente, estudios clinicos muestran que su consumo
también puede disminuir los niveles de triglicéridos y colesterol, especialmente LDL
(Kishimoto et al., 2009; Nagata & Saito, 2006; Sato et al., 2009), lo que hace que esta fibra
sea de gran interés para la prevencion de patologias como la obesidad. De hecho, estudios
en animales sugieren que podria disminuir la acumulacién de grasa en el tejido adiposo

(McCleary & Prosky, 2001).

Al tratarse de una fibra no digerible, aproximadamente el 90% de la fibra alcanza el
intestino grueso, donde puede ser metabolizada por la microbiota intestinal
(aproximadante el 40% de la fibra no utilizada es excretada). Este hecho ha sido
confirmado en estudios in vitro donde se demuestra un aumento de la produccién de
SCFA, especialmente propionato, como resultado de su fermentacidn. De manera similar,
estudios clinicos muestran que la MD puede aumentar la proporcion de bifidobacterias en

el tracto intestinal (Fastinger et al., 2008; Flickinger et al., 2000).

Por ultimo, se ha observado que su consumo puede mejorar la regularidad intestinal en

personas con estrefiimiento, hecho que probablemente sea atribuible tanto a su condicién
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de fibra indigerible como a una mejora de las funciones fisioldgicas del intestino debido a

la produccion de SCFA (McCleary & Prosky, 2001).

1.7.7. Quitosano

La quitina es un polisacarido estructural que forma parte del exoesqueleto de
invertebrados, crustdceos e insectos, asi como de la pared de algunos hongos, levaduras y
algas. Se estima que aproximadamente 10 gigatoneladas (10" Kg) de quitina se sintetizan
y degradan cada afo en la biosfera, siendo considerada el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza, sélo por detras de la celulosa (Muzzarelli & Muzzarelli, 2006).
Estructuralmente se trata de una poli-N-acetilglucosamina ya que estd compuesta por 2-
acetoamido-2-deoxi-B-D-glucosas unidas por enlaces B-(1->4) de manera lineal (Shahidi,

2007; Varum & Smidsrod, 2006).

Figura 1-11: Estructura de polimeros de celulosa, quitina y quitosano.

Celulosa

Quitosano
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La quitina estd formada por unidades de 2-acetoamido-2-deoxi-B-D-glucosas, mientras que el quitosano
contiene ademads unidades de 2-amino-2-deoxi-B-D-glucosas.

El quitosano (CH) es obtenido principalmente mediante la desacetilacién de la quitina, ya
gue su presencia en la naturaleza es escasa, estando limitada a la pared de algunos
hongos. Mientras que la quitina esta altamente acetilada, el CH suele tener un grado de
desacetilacion de entre el 100 y el 40%. El proceso de desacetilaciéon de la quitina se
realiza generalmente mediante una hidrdlisis en condiciones acidas o alcalinas (Aranaz et
al., 2009). Debido a que la hidrdlisis acida suele conllevar una degradacion considerable
del polisacarido, la hidrdlisis alcalina suele ser la mas comun para la obtencion de CH con
finalidades comerciales (Varum & Smidsrod, 2006). No obstante, la hidrdlisis acida suele
usarse para la posterior despolimerizacién y para la obtencién de oligdmeros de mayor
solubilidad. Alternativamente, la hidrélisis de la quitina y el quitosano puede realizarse de
manera enzimatica mediante la accién de quitinasas, quitosanasas, lisozimas y celulasas
(Shahidi, 2007). Tanto la quitina como el CH son insolubles en agua, pero el CH es soluble
en soluciones 3cidas. Su solubilidad viene determinada por el grado de N-acetilacion, la
distribucion de sus grupos acetilo, el pH y la fuerza idnica. Los grupos amino del CH son
muy electronegativos y pueden captar protones facilmente cargandose positivamente. La
presencia repetida de grupos amino cargados positivamente permiten que la molécula
pueda unirse a superficies cargadas negativamente mediante enlaces idnicos y puentes de
hidrégeno (Muzzarelli & Muzzarelli, 2006). Esta caracteristica confiere al CH propiedades
de gran utilidad para un amplio espectro de aplicaciones en diferentes ambitos, como en
la industria alimentaria, biomédica, farmacéutica y cosmética, asi como en otros sectores
industriales como por ejemplo el tratamiento de aguas residuales (Tabla 1-6). Aunque la
mayoria de aplicaciones del CH son debidas a la presencia de los grupos amino en posicién
C-2, las grupos hidroxilo en posicién C-3 y C-6 pueden desempefiar un papel secundario

(Shahidi, 2007).

-70-



Introduccion

Tabla 1-6: Ejemplos de aplicaciones del quitosano

Area de aplicacion Ejemplos

Agente antimicrobiano  Bactericida
Fungicida

Peliculas comestibles Transferencia controlada de la humedad entre el alimento y el
ambiente
Liberacidon controlada de sustancias antimicrobianas, antioxidantes,
nutrientes o aromas
Reduccidn de la presidn parcial de oxigeno
Control de la transpiracion
Reduccidn del pardeamiento enzimatico en frutas

Aditivo alimentario Clarificacion y desacidificacidon de zumos
Preservacion de aromas naturales
Agente texturizante
Agente emulsionante, espesante y estabilizante

Nutricidon Fibra alimentaria
Agente hipocolesterolémico
Agente antigastrico
Tratamiento osteoartritis
Encapsulacion de nutracéuticos

Biomedicina y farmacia  Piel artificial y cicatrizante
Estructuras quirdrgicas
Lentes de contacto
Dialisis
Vesiculas artificiales de sangre
Agente de transporte y liberacién de farmacos

Cosmética Productos para el peloy la piel
Agricultura Recubrimiento de semillas y frutas
Fertilizante
Fungicida
Tratamiento de aguas Eliminacién de metales pesados, pesticidas fenoles y PBCs

Eliminacién de radioisétopos

Otros Inmovilizacion de enzimas
Fabricacion de papel
Cromatografia
Fibra sintética

Fuente: Shahidi (2007)
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En el dmbito de la industria alimentaria el CH presenta diferentes aplicaciones de gran
interés como por ejemplo en la conservacion de alimentos, evitando la degradacién
microbiana o en la elaboracién de biopeliculas degradables (Aranaz et al., 2009). Sin
embargo, su principal uso es el de complemento alimenticio (Muzzarelli & Muzzarelli,
2006). Debido a que la mayoria de animales carecen de enzimas quitosanasa, el CH es
excretado practicamente inalterado junto con las heces, haciendo que su principal uso sea
el de fibra funcional. Diferentes estudios demuestran que el CH presenta propiedades
hipolipidémicas debido a su capacidad de aumentar la excrecién de grasa. La capacidad
del CH de disminuir los niveles de colesterol en sangre, principalmente LDL, se ha
demostrado tanto en estudios en animales como en humanos, efecto que se atribuye
especialmente a su capacidad para aumentar la excrecidon de esteroles neutros y acidos
biliares (Choi et al., 2012; Liao et al., 2007; Zhang et al., 2012). De hecho la European Food
Safety Autority (EFSA) acepta la reivindicacion “el quitosano contribuye al mantenimiento
de unos niveles de colesterol en sangre normales” para un consumo de CH de 3 g por dia
(EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA), 2011). Debido a sus
propiedades hipolipidémicas también se ha propuesto que el CH podria ser de utilidad
para el tratamiento de la obesidad y muchas veces es comercializado para tratamientos
relacionados con el control de peso. Sin embargo, su eficacia a este respecto resulta muy
controvertida, ya que aunque hay algunos estudios clinicos que muestran resultados
favorables por lo que respecta a la pérdida de peso (Muzzarelli, 1999), existen resultados
contradictorios (Gades & Stern, 2002; Gades & Stern, 2005) y el meta-analisis de
diferentes estudios clinicos revela que no existe suficiente evidencia para sustentar dicho

uso (Jull et al., 2008).

No obstante, pese a los numerosos efectos beneficiosos del CH es importante tener en
consideracidn sus posibles efectos adversos cuando su consumo se realiza de manera
prolongada o en dosis elevadas. En estas condiciones, el CH podria tener un efecto
negativo sobre la salud ésea como consecuencia de una reduccién en la absorcién de
minerales como el calcio debido su efecto quelante; y de vitaminas liposolubles como la

vitamina D como consecuencia de su efecto sobre la absorcién de grasa (Koide, 1998). De
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manera similar, se ha descrito que podria reducir los niveles de otras vitaminas
liposolubles como la vitamina E (Deuchi et al., 1995b) o vitaminas como la B12 (Rodrigues
& De Oliveira, 2012). Por lo tanto es importante realizar un control adecuado en grupos de
riesgo como nifios en periodo de crecimiento, mujeres post-menopdausicas y embarazadas,
y personas mayores. Adicionalmente, su consumo puede resultar desaconsejable en
personas con algun sintoma de malabsorcién como, por ejemplo, aquellas personas con

esteatorrea recurrente (Koide, 1998).

En resumen, el CH es una fibra con unas propiedades fisicoquimicas que permiten que sea
de gran utilidad para un elevado nimero de aplicaciones. Caracteristicas como el grado de
desacetilacion, el grado de polimerizacion, el peso molecular y la viscosidad influyen de
manera determinante en sus propiedades y, por lo tanto, en sus posibles aplicaciones. En
consecuencia, el estudio de los mecanismos responsables de los efectos beneficiosos del
CH puede ser de interés para la fabricacion de polimeros con propiedades y usos

especificos.
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Las ECV y la obesidad suponen un problema de dimensiones globales que requiere de
importantes medidas para su prevencidén. Actualmente, la mayoria de esfuerzos se
centran en mejorar malos habitos alimentarios como evitar el exceso de calorias,
especialmente en forma de grasa e hidratos de carbono, y aumentar el consumo de otros
nutrientes con importantes beneficios para la salud como es el caso de la fibra
alimentaria. No obstante, las estadisticas demuestran que en algunos paises occidentales
la ingesta real de estos nutrientes se encuentran muy lejos de las cantidades diarias

recomendadas.

En paises como Espana se calcula que el porcentaje de calorias consumidas en forma de
grasa se sitla en una mediana del 42%, lo que supone una contribucién calérica de grasa
muy superior al 35% recomendado como maximo. Resulta todavia mds preocupante que
menos del 5% de la poblacién cumpla el limite maximo recomendado del 10% para la
ingesta de AGS, situdndose su consumo habitual en el 12%; y que la ingesta de colesterol
se situe en torno a los 380 mg/dia, alejandose tanto de los objetivos intermedios de
menos de 350 mg/dia como de los finales de menos de 300 mg/dia de la Sociedad
Espanola de Nutricion Comunitaria (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria vy

Nutriciéon, 2013).

Los datos no resultan mds optimistas por lo que respecta al consumo de fibra, ya que su
ingesta ha ido disminuyendo progresivamente en las Ultimas décadas, cifrdandose entre los
afios 2004 y 2008 en una media de 16 g/dia, lo que supone un consumo muy inferior a los
25 g/dia recomendados (Ruiz-Roso & Pérez-Olleros, 2010). En base a esto, es necesario
aumentar el consumo de fibra, principalmente a través de la ingesta de alimentos
habituales de la dieta como cereales, frutas y hortalizas. Sin embargo, la gran diferencia
entre los valores reales y recomendados de consumo de fibra hace que los preparados
comerciales como alimentos funcionales o complementos alimenticios también sean
contemplados como una opcidn de gran interés, siempre y cuando sean consumidos con

moderacién y no sustituyan a una dieta equilibrada.

En los ultimos afios, numerosos estudios han demostrado los efectos beneficiosos del
consumo de fibra sobre el metabolismo lipidico y, mds concretamente, sobre los niveles
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de colesterol. No obstante, no todos los compuestos que se engloban dentro de la
definicion de “fibra alimentaria” presentan los mismos efectos fisioldgicos, ni sus
beneficios son atribuibles a los mismos mecanismos. Ademas, aunque se ha estudiado el
efecto de algunas fibras sobre la absorcion de grasa, hasta la fecha, practicamente no
existen estudios que hayan evaluado su efecto sobre los distintos tipos de acidos grasos.
Este hecho resulta muy importante debido a que los acidos grasos tienen una repercusion
muy diferente, e incluso contraria, sobre el metabolismo lipidico y los niveles de

colesterol.

Por ello, el principal objetivo de la presente Tesis Doctoral fue comparar la capacidad de
reducir de manera selectiva la absorcion de grasa y la repercusion sobre el metabolismo
lipidico de fibras alimentarias con diferentes propiedades fisicoquimicas, como la goma

guar parcialmente hidrolizada, la maltodextrina resistente a la digestion y el quitosano.

La eleccién de la goma guar parcialmente hidrolizada y la maltodextrina resistente a la
digestion como fibras de estudio se debié a que son fibras con propiedades fisicoquimicas
de utilidad para su incorporacién en alimentos, mientras que el quitosano fue elegido
porque presenta propiedades catidnicas que sugieren que podria tener capacidad fat-

binding (ligando de grasa) selectiva.

Con la finalidad de alcanzar el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos mas

concretos:

e Estudiar el efecto del consumo de estas fibras sobre la ganancia de peso y el
consumo de alimento (pienso).

e Estudiar a lo largo del tiempo (estudio longitudinal) el efecto de estas fibras sobre
la excrecién de lipidos. Mas concretamente, sobre la excrecién de acidos grasos,
esteroles neutros y acidos biliares.

e Evaluar la repercusién del consumo de las fibras sobre el perfil lipidico de plasma e

higado, asi como sobre otros pardametros bioquimicos.

Finalmente, un objetivo secundario fue desarrollar un método para la determinacién

precisa de la concentracion de hidroperdxidos en plasma que permitiese evaluar el efecto
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Objetivos

del consumo de fibra sobre los niveles de oxidacion plasmatica y que, a su vez, fuese de

utilidad para futuros estudios.
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3. DISENO EXPERIMENTAL



Resultados
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3.1.

INTRODUCCION AL DISENO EXPERIMENTAL

En base a los objetivos se establecié un disefio experimental con la finalidad de estudiar la

capacidad fat-binding selectiva de diferentes fibras alimentarias y, a su vez, esclarecer y

comparar sus mecanismos hipolipidémicos. Para ello el estudio se dividid en dos fases

experimentales:

3.2.

En una primera fase experimental se comparé el efecto de cuatro fibras
experimentales con propiedades fisicoquimicas diferentes. En primer lugar, se
incluyeron en el estudio dos gomas guar parcialmente hidrolizadas con diferente
grado de viscosidad la finalidad de estudiar la repercusién de esta caracteristica
sobre sus propiedades hipolipidémicas. Ademas, se estudié el efecto de una
maltodextrina resistente a la digestion, como ejemplo de fibra soluble no viscosa.
Finalmente, se incluyd en el estudio una fibra o polimero de quitosano bajo la
hipétesis de que sus propiedades fisicoquimicas diferenciales podian conllevar que
presentase un mecanismo hipolipidémico muy diferente a las otras fibras.

La segunda fase experimental se disefié a partir de los resultados obtenidos en la
primera fase. Tal y como se discute en detalle en las diferentes publicaciones y la
discusion (Véase Discusion general), en la primera fase se observd que el
quitosano fue la fibra estudiada cuyo efecto sobre la excrecién de AG presentaba
mayor interés. En base a esto, la segunda fase experimental se disefio con el
objetivo de confirmar las observaciones realizadas en la primera fase y, sobre todo,
con la finalidad de obtener un mayor conocimiento de cémo sus propiedades
fisicoquimicas, y mas concretamente su viscosidad, podian influir sobre su

capacidad fat-binding especifica.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y ANIMALES

Los procedimientos experimentales con animales tuvieron lugar en el Servicio de

Experimentacion Animal de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona vy
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contaron con la aprobacién del Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad

de Barcelona en base al Decreto 214/97 de la Generalitat de Catalunya.

Como animales de experimentacion se utilizaron cobayas hembra (Cavia porcellus)
Dunkin-Hartley de aproximadamente 4 semanas de edad. Los animales fueron
estabulados en condiciones controladas de ciclos de luz (08:00h-20:00h), humedad vy
temperatura, y jaulas que tenian una base con rejilla de acero inoxidable para evitar la

coprofagia. La comida y la bebida fue subministrada ad libitum durante todo el estudio.

3.2.1. La cobaya como modelo de experimentacion animal

La cobaya o “conejillo de Indias” (Cavia porcellus) presenta una serie de caracteristicas
gue lo hacen un modelo muy adecuado para el estudio del metabolismo de las
lipoproteinas, la aterosclerosis y la inflamacidn en comparacion a otros animales de

experimentacién utilizados mas comunmente (Fernandez & Volek, 2006; Ye et al., 2013).

Una de las principales caracteristicas del metabolismo de las cobayas que resulta de gran
utilidad para el presente estudio es que sus niveles de colesterol LDL sufren alteraciones
en respuesta a la saturacidon de la grasa, el colesterol y la fibra alimentaria de la dieta
(Fernandez & Volek, 2006). De hecho, las cobayas sometidas a dietas ricas en grasa y
colesterol desarrollan lesiones adrticas caracteristicas de la aterosclerosis que no se
observan en cepas comunes de rata y ratén (Ye et al., 2013). Una de las principales
similitudes con los humanos es que la mayoria de colesterol es transportando en las
lipoproteinas LDL, mientras que en otros modelos como la rata o el ratdn tiene lugar en
las HDL (Fernandez & Volek, 2006). Ademads, presenta CETP, un componente critico para
transporte reverso del colesterol que esta ausente en la mayoria de roedores (Haa &
Barter, 1982). Las cobayas presentan ademas LCAT y LPL, las cuales contribuyen a la
remodelacidn de las lipoproteinas plasmaticas vy, por lo tanto, a sus funciones fisioldgicas
(Grove & Pownall, 1991). Otra similitud interesante consiste en que las hembras
presentan niveles de HDL superiores a los machos y que al ser ovariectomizadas su perfil
lipidico se asemeja al de las mujeres post-menopausicas (Fernandez et al., 2001; Roy et al.,

2000). Algunas de estas caracteristicas también estan presentes en el hamster. Esto hace
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gue para estudios de metabolismo lipidico a veces sea considerado una opcién mas
realista que la rata y el ratéon, y mas econdmica que las cobayas. No obstante, el estdmago
del hdmster presenta una segunda cdmara que le permite fermentar la fibra antes de
llegar al intestino, lo que supone una gran desventaja para estudios destinados a evaluar

los efectos de la fibra alimentaria (Fernandez et al., 1999).

A nivel hepatico las cobayas presentan mayores concentraciones de colesterol libre que
esterificado y la sintesis endégena de colesterol es comparable a la de los humanos. Las
cobayas requieren vitamina C al igual que los humanos y a diferencia de otros roedores
gue tienen la capacidad de sintetizarla enddégenamente. Debido a la capacidad
antioxidante de la vitamina C, ésta puede tener un importante papel en los procesos de

oxidacién y aterosclerosis (Fernandez & Volek, 2006).

En conclusién, aunque el estudio con cobayas puede suponer un coste superior y una
mayor dificultad desde el punto de vista logistico en comparacion a otros animales mas
comunmente utilizados, su uso como modelo animal proporciona un mayor rigor
cientifico en estudios destinados a la evaluacidn de los efectos del consumo de fibra

alimentaria sobre el metabolismo lipidico.

3.2.2. Diseno primera fase experimental

En esta fase experimental se utilizaron un total de 40 cobayas hembra que fueron
estabuladas a razéon de 2 animales por jaula. Los animales fueron alimentados durante una
primera semana de aclimatacion o cuarentena con la misma dieta que posteriormente se
utilizaria como control negativo y cuya fuente de fibra era celulosa. Trascurrida esta
primera semana los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos
experimentales (8 animales por grupo). Los animales fueron alimentados durante 28 dias
con dietas experimentales que presentaban la misma composicién, exceptuando el tipo

de fibra.
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3.2.2.1. Dietas experimentales

Las dietas fueron preparadas tras la adicion de las diferentes fibras a un pienso base sin
fibra y fueron administradas en forma de polvo. Las dietas fueron ricas en grasa y una
elevada relacién de AGPI n-6/n-3 como modelo de dieta de algunos paises occidentales,
especialmente aquellos que presentan un elevado consumo de cereales y bajo consumo
de pescado, como por ejemplo Estados Unidos (Simopoulos, 2002). Las principales

caracteristicas de la composicidn final de la dieta fueron las que se indican en la siguiente

tabla.
Componente g/100g
Proteinas: 18,1%
Hidratos de carbono: 44,3% Enforma de almidén/sacarosa (1:1,43)
Grasa: 16,9% En forma de aceite de oliva/palmiste/girasol (1:2:1,8)
De composicion en AG:
AGS 39%
AGMI 12%
AGPI n-6 37%
AGPI n-3 2%
Colesterol: 0,04%' Dieta normocolesterolémica
Fibra: 12%
Minerales: 4,6%
Vitaminas: 1%

El porcentaje de humedad de la dieta fue del 3% aproximadamente.

LE porcentaje de colesterol se expresa como g por cada 100 g de dieta pero quedaria incluido dentro del

porcentaje de grasa total.

Las diferentes fuentes de fibras utilizadas para cada uno de los 5 grupos experimentales

fueron:

e Celulosa (CE): Como control negativo. Usada también durante el periodo de

cuarentena.
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Goma guar parcialmente hidrolizada durante 1 h (PHGG1): Obtenida a partir de la

hidrélisis quimica de goma guar de Cyamopsis tetragonoloba con H,O:EtOH (1:1) a
100°Cy 4 bares de presion durante 1 hora.

Goma guar parcialmente hidrolizada durante 2 h (PHGG2): Obtenida a partir de la

hidrdlisis quimica de goma guar de Cyamopsis tetragonoloba con H,O:EtOH (1:1) a
100°C vy 4 bares de presion durante 2 horas.

Maltodextrina resistente a la digestion (MD): Adquirida como producto comercial

Fibersol-2b™ de Matsutani Chemical Industry Co. (Hyogo, Japdn).

Quitosano (CH): Adquirido como producto comercial Chitoclear™ de Primex

Chemicals (Siglufjordur, Iceland) con un grado de desacetilaciéon del 94% y una
viscosidad de 23 mPa:-s diluido al 1% en acido acético 0,1M (segun especificaciones

del fabricante).

3.2.2.2. Datos y muestras obtenidas.

Consumo de pienso y peso del animal: Se monitorizé el consumo de pienso y el peso

del animal cada 48 h.

Heces: Se recogid la totalidad de las heces excretadas cada 48 h. Las heces fueron
homogeneizadas, liofilizadas y conservadas a -20°C.

Plasma: Trascurridos los 28 dias de experimentacion los animales fueron sacrificados
(sin ayuno previo). Para ello se anestesié a los animales con isoflurano via inhalatoria
y se extrajo un volumen mdaximo de sangre por puncién intracardiaca. Las muestran
de sangre fueron recogidas en tubos que contenian heparina de litio y el plasma se
separo tras la centrifugacion de las muestras de sangre a 1500g durante 15 min. Las
muestras de plasma se conservaron a -80°C hasta el momento de su analisis.

Higado: Los higados se obtuvieron en el momento del sacrificio y fueron
inmediatamente pesados y homogeneizados. Las muestras de higado fueron

conservadas a -80°C.
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3.2.3. Diseno segunda fase experimental

En esta fase experimental se utilizaron un total de 24 cobayas hembra que fueron
estabuladas en jaulas individuales. Los animales fueron alimentados durante una primera
semana de aclimatacidn o cuarentena con dieta estandar para cobayas (2040 Teklad
Global Diet de Harlan). Trascurrida esta primera semana los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en 3 grupos experimentales (8 animales por grupo). Los animales fueron
alimentados durante 28 dias con dietas hipercolesterolémicas ricas en grasa que

presentaban la misma composicion, exceptuando el tipo de fibra.

3.2.3.1. Dietas experimentales

Las dietas experimentales se obtuvieron tras la adicidn de las diferentes fibras a una dieta
basal sin fibra y se administraron en forma de pellet. Las principales caracteristicas de la

composicion de la dieta fueron las que se muestran en la siguiente tabla.

Componente g/100 g
Proteinas: 18,8%
Hidratos de carbono: 45,6% Enforma de almidon/sacarosa (1:1,43)
Grasa: 17,1% En forma de aceite de oliva/palmiste/girasol (1:2:1,8)
De composicion en AG:
AGS 47%
AGMI 21%
AGPI n-6 31%
AGPI n-3 1%
Colesterol: 0,2%' Dieta hipercolesterolémica
Fibra: 12%
Minerales: 5,5%
Vitaminas: 1%

El porcentaje de humedad de la dieta fue practicamente despreciable.

! El porcentaje de colesterol se expresa como g por cada 100 g de dieta pero quedaria incluido dentro del
porcentaje de grasa total.
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Las diferentes fuentes de fibras usadas para cada uno de los 3 grupos experimentales

fueron:

Celulosa (CE): Como control negativo.

Quitosano de baja viscosidad (LV): Adquirido como producto comercial Chitopharm® S

de Cognis Iberia (Barcelona) con un grado de desacetilacién del 70% (segun
especificaciones del fabricante).

Quitosano de alta viscosidad (HV): Adquirido como producto comercial Chitopharm® L

de Cognis lIberia (Barcelona) con un grado de desacetilacion del 70% (segun

especificaciones del fabricante).

3.2.3.2. Datos y muestras obtenidas:

Consumo de pienso y peso del animal: Se monitorizé el consumo de pienso y el peso

del animal con una periodicidad minima de 3 veces por semana

Heces: Una vez por semana, se recogid la totalidad de las heces excretadas durante
periodos de 48 h. Las heces fueron homogeneizadas, liofilizadas, envasadas al vacio y
conservadas a -20°C.

Plasma: A diferencia de la primera fase experimental las muestras se obtuvieron tras
mantener a los animales en ayunas overnight. También se recogieron muestras de
sangre a tiempo 0 mediante puncidn en vena safena (aprox. 200 uL de sangre).
Trascurridos los 28 dias de experimentacion lo animales fueron sacrificados. Para ello
se anestesid a los animales con isoflurano via inhalatoria y se obtuvo un volumen
maximo de sangre por puncidn intracardiaca. Las muestras de sangre fueron
recogidas en tubos que contenian heparina de litio y el plasma se separé mediane
centrifugacién de la muestra a 1500g durante 15 min a 4°C. Las muestras de plasma
se conservaron a -80°C hasta el momento de su analisis.

Higado: Los higados se obtuvieron en el momento del sacrificio y fueron
inmediatamente pesados y homogeneizados. Las muestras de higado fueron

conservadas a -80°C.
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3.3. DETERMINACIONES ANALITICAS REALIZADAS

A continuacion se resumen los diferentes analisis realizados en el global de la presente

Tesis para las diferentes muestras obtenidas.
Piensos

e Confirmacion del analisis de grasa total proporcionado por el fabricante mediante el
método oficial AOAC 2003.05.

e Determinacion de acidos grasos por cromatografia de gases (Lopez-Lépez et al., 2000)

e Determinacion de esteroles neutros por cromatografia de gases (Keller & Jahreis,
2004).

e Estudio de la viscosidad de las fibras PHGG1, PHGG2, LV y HV (Véase Publicaciones
4.1y 4.4).

Heces

e Determinacion de acidos grasos por cromatografia de gases (Lopez-Lopez et al., 2000)

e Determinacion de esteroles neutros y acidos biliares por cromatografia de gases

(Keller & Jahreis, 2004)
Plasma

e Composicién en acidos grasos por cromatografia de gases (Véase Publicacion 4.3).

e Determinacién de glucosa en base al método de la glucosa oxidasa mediante kits
enzimaticos comerciales.

e Determinacién de triglicéridos en base al método de la glicerol fosfato oxidasa
mediante kits enzimaticos comerciales.

e Determinacion de colesterol total y en diferentes fracciones de lipoproteinas en base
al método de la colesterol oxidasa mediante kits enzimaticos comerciales.

e Determinacion de fosfolipidos mediante kits enzimaticos comerciales.

e Cuantificacion del contenido total de hidroperdxidos mediante el método de la

difenil-1-pirenil fosfina (Véase Publicacion 4.5)
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Higado

e Composicién en acidos grasos por cromatografia de gases (Véase Publicacion 4.3).

e Determinacion de triglicéridos en base al método de la glicerol fosfato oxidasa
mediante kits enzimaticos comerciales.

e Determinacion de colesterol libre y esterificado en base al método de la colesterol
oxidasa mediante kits enzimaticos comerciales.

e Determinacién de fosfolipidos en base al método de la colina oxidasa mediante kits

enzimaticos comerciales.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido analizados mediante el programa estadistico Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS v17) para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU). La normalidad de
los datos fue comprobada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad

de varianzas mediante la prueba de Levene.

Cualquier diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos ha sido
determinada mediante analisis de la varianza (ANOVA). La naturaleza exacta de las
diferencias entre grupos fue determinada mediante el test de comparacién multiple
Duncan's new multiple range test. Para la determinacién de diferencias entre los valores
iniciales y finales de muestras pertenecientes a un mismo tratamiento se realizé6 una

prueba t de Student para datos pareados.

En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas para P<0,05. En
general, los datos a lo largo de la presente Tesis Doctoral se expresan como medias y error

estandar de la media.
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Resultados

Figura 3-1: Resumen y comparacion de analisis realizados en la primera y en la segunda fase experimental.

PRIMERA FASE EXPERIMENTAL

2 animales/jaula I

Pienso control celulosa

Pienso experimental
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r Y r

SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL
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Pienso estandar
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r \r
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Higado

Cuarentena Peric Sacrificio Cliarentona Fed
7 dias ll\l" 7 dias l |$| i
Muestras heces (48 h) Plasma Higado Plasma Muestras heces Plasma
(t=0) (48 h, 1 vez/semana) (t=28d)
Dieta periodo cuarentena: Pienso control celulosa Pienso estandar 2040 Teklad Global Diet de Harlan

Dieta periodo experimental:

Fibras:

Analisis heces:

Analisis plasma:

Analisis higado:

Fibra: 12%; Grasa: 17%; Colesterol: 0.04%

Celulosa

Goma guar parcialmente hidrolizada 1h

Goma guar parcialmente hidrolizada 2 h
Maltodextrina resistente a la digestion
Quitosano (94 % desacetilacion, baja viscosidad)

Acidos grasos
Esteroles neutros
Acidos biliares

Acidos grasos

Glucosa

Triglicéridos

Colesterol total, LDL, HDL.

Acidos grasos
Triglicéridos
Colesterol libre y esterificado

Fibra: 12%; Grasa: 17%; Colesterol: 0.2%

Celulosa
Quitosano baja viscosidad (70 % desacetilacion)
Quitosano alta viscosidad (70 % desacetilacion)

Acidos grasos
Esteroles neutros
Acidos biliares

Acidos grasos final

Glucosainicial y final

Triglicéridos inicial y final

Colesterol total, LDL, HDL inicial y final
Fosfolipidosinicial y final
Hidroperoxidos plasmaticos final

Acidos grasos

Triglicéridos

Colesterol libre y esterificado
Fosfolipidos
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Como resultado del trabajo experimental realizado se han elaborado cuatro publicaciones

de resultados:

Primera fase experimental:

Partially hydrolyzed guar gums reduce dietary fatty acid and sterol absorption in
guinea pigs independent of viscosity
Jonathan Santas, Jordi Espadaler, Jordi Cuiié y Magda Rafecas

Lipids, 47:7, 697-705 (2012)
indice de impacto (2011): 2,129

Selective in vivo effect of chitosan on fatty acid, neutral sterol and bile acid
excretion: A longitudinal study
Jonathan Santas, Jordi Espadaler, Remedios Mancebo y Magda Rafecas

Food Chemistry 134 (2): 940-947 (2012).
indice de impacto (2011): 3,655

Effect of partially hydrolyzed guar gum, digestion-resistant maltodextrin and
chitosan on plasma and liver lipid content and fatty acid profile in guinea pigs
Jonathan Santas, Jordi Cufié y Magda Rafecas

En proceso de revision

Segunda fase experimental:

Comparison of the hypolipidemic activity of high and low viscosity chitosans in
guinea pigs: Effect on plasma and liver lipid content and fatty acid profile.
Jonathan Santas, Jordi Cufié y Magda Rafecas

En proceso de revision

Para la elaboracidn de esta ultima publicacion se desarrolld un método analitico que ha

dado lugar a una publicaciéon de método:

Determination of total plasma hydroperoxides using a diphenyl-1-
pyrenylphosphine fluorescent probe
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Jonathan Santas, Francesc Guardiola, Magda Rafecas y Ricard Bou

Analytical Biochemistry, 434 (1), 172-177 (2013)
indice de Impacto (2011): 2,996
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4.1. LA GOMA GUAR PARCIALMENTE HIDROLIZADA REDUCE LA ABSORCION DE
ACIDOS GRASOS Y ESTEROLES DE LA DIETA EN COBAYAS INDEPENDIENTEMENTE
DE SU VISCOSIDAD.

Jonathan Santas, Jordi Espadaler, Jordi Cuné, Magda Rafecas
Lipids, 47 (7), 697-705 (2012)
Resumen

El presente estudio investiga el efecto de dos gomas guar parcialmente hidrolizadas
(PHGG) sobre la excrecidn de acidos grasos y esteroles. Las PHGG se obtuvieron a partir de
la goma guar mediante una hidrdlisis quimica con H,O:EtOH (1:1) a 100 2C durante 1h
(PHGG1) o 2h (PHGG2). La viscosidad las PHGG en disolucién acuosa al 1% fue la
caracteristica a la de un fluido pseudopldstico y fue superior para la PHGG1 en
comparacion a la PHGG2. Se alimentaron cobayas (n=8) durante 4 semanas con dietas
ricas en grasa (17 g/100 g) y que contenian 12 g/100 g de celulosa, PHGG1 o PHGG2. Pese
a la diferencia de viscosidad, las dos PHGG presentaron efectos fisioldgicos similares. En
comparacion al grupo control celulosa, la ganancia de peso fue inferior en animales
alimentados con PHGG, aunque no se observaron diferencias en el consumo de pienso.
Las PHGG incrementaron la excrecién de acidos grasos y esteroles neutros, pero no de
acidos biliares. El consumo de PHGG no alterd el perfil de acidos grasos de las heces,
mientras que la bioconversién de esteroles tendié a incrementar en aquellos animales
alimentados con PHGG2. Dentro de los niveles estudiados, una reduccion de la viscosidad
no se correlaciond con una pérdida de la capacidad hipocolesterolémica de las PHGG ya
que ambas fueron efectivas reduciendo el colesterol plasmatico. En conclusién, la
hidrdlisis quimica de la goma guar puede facilitar su inclusién en alimentos manteniendo

sus efectos beneficiosos para la salud.
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ORIGINAL ARTICLE

Partially Hydrolyzed Guar Gums Reduce Dietary Fatty Acid
and Sterol Absorption in Guinea Pigs Independent of Viscosity

Jonathan Santas - Jordi Espadaler -
Jordi Cuiié - Magda Rafecas

Received: 15 December 2011/ Accepted: 15 May 2012
© AOCS 2012

Abstract This study investigated the effect of two par-
tially hydrolyzed guar gums (PHGG) on fatty acid and
sterol excretion. PHGG were obtained by chemical
hydrolysis of guar gum (GG) with H,O:EtOH (1:1) at
100 °C for 1 h (PHGG1) or 2 h (PHGG?2). The viscosity of
the PHGG in a 1 % (w/v) aqueous solution corresponded to
that of a pseudoplastic fluid and was higher for PHGG1
than PHGG?2. Guinea pigs (n = 8 per group) were fed high
fat diets (17/100 g) that contained 12/100 g of cellulose,
PHGGI1, or PHGG?2 for 4 weeks. Despite the differences in
viscosity, the two PHGG exerted similar physiological
effects. Compared to the control cellulose group, the body
weight gain was lower in animals fed PHGG, although no
effect on food consumption was observed. PHGG increased
the excretion of fatty acids and neutral sterols, but not bile
acids. Consumption of PHGG did not alter the fecal fatty
acid profile, while intestinal bioconversion of sterols ten-
ded to increase in response to PHGG2. A reduction in the
viscosity within the range tested did not correlate with
losses in the hypocholesterolemic capacity of PHGG as
both were effective in reducing plasma cholesterol. Thus,
we conclude that the chemical hydrolysis of guar gum
renders the gum suitable for inclusion in food products
without significantly altering its beneficial health effects.
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Abbreviations

BA Bile acid(s)

CA Cholic acid

CDCA  Chenodeoxycholic acid
CE Cellulose

DCA Deoxycholic acid

FA Fatty acid(s)

FAME  Fatty acid methyl ester(s)
FID Flame ionization detector
GG Guar gum

LCA Lithocholic acid

LDL Low density lipoprotein
MUFA  Monounsaturated fatty acid(s)

NS Neutral sterol(s)

PHGG  Partially hydrolyzed guar gum
PHGG1 Partially hydrolyzed guar gum for 1 h
PHGG2 Partially hydrolyzed guar gum for 2 h
PUFA Polyunsaturated fatty acid(s)

SEM Standard error of the mean

SFA Saturated fatty acid(s)

TSFA Total saturated fatty acids

TUFA  Total unsaturated fatty acids

UDCA  Ursodeoxycholic acid

UFA Unsaturated fatty acid(s)
Introduction

Guar gum (GGQG) is a natural polysaccharide that consists of
a (1 — 4)-a-p-mannopyranose backbone with single units
of linked «-p-galactopyranose. Given its hypolipidemic and
hypoglycemic effects, this gum is considered one of the
most promising water-soluble dietary fibers [1, 2]. There is
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strong evidence that GG decreases the incidence of factor
risks associated with cardiovascular diseases, such as high
levels of plasma triglycerides and cholesterol, mainly LDL-
cholesterol [2, 3]. The hypolipidemic effects of this gum
are attributed to its capacity to decrease the absorption of
dietary fat and cholesterol, reduce bile acid reabsorption in
the small intestine, and produce short chain fatty acids by
partial fermentation in the cecum [4, 5].

GG is widely known for its water-soluble characteristics
and viscosity [4, 6]. In manufactured or processed foods,
gums are commonly used as thickeners and emulsifiers.
However, the high viscosity of GG may limit its use at
physiologically effective concentrations in some food
products [7]. Partial hydrolysis has recently been reported
to improve the inclusion of this gum in food products and
increase consumer acceptance [8]. For instance, Sunfiber®
is a PHGG product that is commercially available and has
GRAS status (Generally Recognized As Safe) in the USA
[7]. The viscosity of enzymatically hydrolyzed GG can be
as low as 10 mPa s in a 5 % aqueous solution, while that of
commercially available GG is about 2,000-3,000 mPa s in
a 1 % aqueous solution [7]. Nevertheless, it has been
reported that the health benefits of partially hydrolyzed GG
(PHGG) are similar to those of intact GG [7, 9]. Therefore,
it has been proposed that the health benefits of PHGG do
not appear to be exclusively dependent on its molecular
weight or viscosity and that hypolipidemic mechanisms
other than viscosity may be involved [8].

Various studies have reported the capacity of dietary
fiber to reduce fat absorption. However, dietary fat exerts a
range of effects on lipid metabolism depending on its sterol
and fatty acid composition [10]. In general, trans fatty
acids and most saturated fatty acids (SFA) are considered
hyperlipidemic. For instance, lauric (C12:0), myristic
(C14:0) and palmitic (C16:0) acids increase the plasma
concentration of LDL-cholesterol mainly by decreasing the
activity of its receptors in the liver [11]. In contrast to SFA,
monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated fatty acids
(PUFA) decrease LDL-cholesterol by a series of mecha-
nisms, such as enhancing the hepatic uptake of LDL par-
ticles or the activity of 7a-hydroxylase [12]. To our
knowledge, only a few studies have addressed the effect of
functional ingredients on the absorption of individual fatty
acids. Interestingly, some of these ingredients exert selec-
tive fat-binding capacity, thereby affecting plasma and
liver lipid profiles [13, 14]. Given all these considerations,
the study of the effect of dietary fiber on each fatty acid is
relevant.

Here, we examined the effect of chemically hydrolyzed
guar gum on lipid excretion in order to provide new
insights into its hypolipidemic mechanism. The effect of
PHGG on fat excretion was studied longitudinally and an
exhaustive analysis of fecal sterols and fatty acids was
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conducted to assess the effect of fiber on fat excretion over
time. For this purpose, we used the guinea pig as it is
widely accepted as a more reliable model of human lipid
metabolism than other more commonly used animals, such
as mice or rats, and because, in contrast to hamsters, guinea
pigs do not ferment fiber in their stomachs [15].

Materials and Methods
Materials

Fatty acid methyl ester (FAME) standards were of 99 % or
higher purity. Oleic acid (C18:1n-9), linolenic acid
(C18:3n-3) and heneicosanoate acid (C21:0) were pur-
chased from Larodan Fine Chemical AB (Malmo, Swe-
den). The remaining FAME standards, bile acids, Sylon
BTZ (3:2:3, BSA + TMCS + TMSI) and anhydrous pyr-
idine were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Sterol standards were supplied by Steraloids
(Newport, Rhode Island, USA).

Sodium methylate 0.5 N was prepared by dissolving
17 g of sodium in 1 L of dry methanol. N-hexane and
boron trifluoride (20 % in anhydrous methanol) were pur-
chased from Merck (Darmstadt, Germany). Sodium chlo-
ride and anhydrous sodium sulfate were from Panreac
(Barcelona, Spain) whereas chloroform, cyclohexane,
methanol, ethanol and diethyl ether were purchased from
Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Spain). All solvents and
reagents were of analytical grade or higher and double
distilled water was used throughout the study.

Production of PHGG

PHGG was obtained by chemical hydrolysis of natural GG
from Cyamopsis tetragonoloba. The hydrolysis was con-
ducted in a reactor vessel with H,O:EtOH (1:1) at 100 °C,
4 bar and constant magnetic stirring at 700 rpm. GG was
added into the pre-warmed reactor at a concentration of
15 % (w/v) and hydrolyzed for either 1 h (PHGGI1) or 2 h
(PHGG?2). After hydrolysis, the reactor vessel was allowed
to cool to 50 °C and samples were passed through a filter
plate of porosity No. 2 (40-100 pm, Vidrafoc, S.A., Bar-
celona, Spain). The residue was subsequently washed twice
with 100 mL of EtOH 95 % and allowed to dry for 5 h at
40 °C in a vacuum oven.

Determination of Viscosity and Rheological Properties
of PHGG

The viscosity of 1 % aqueous dispersions of PHGG was
determined using a First RM Rheometer from Lamy Rhe-
ometers (Champagne au Mont d’Or, France). Homogeneous
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4.2. EFECTO SELECTIVO IN VIVO DEL QUITOSANO SOBRE LA EXCRECION DE
ACIDOS GRASOS, ESTEROLES NEUTROS Y ACIDOS BILIARES: UN ESTUDIO
LONGITUDINAL.

Jonathan Santas, Jordi Espadaler, Remedios Mancebo, Magda Rafecas
Food Chemistry 134 (2): 940-947 (2012)
Resumen

El quitosano (CH), un compuesto obtenido a partir de la desacetilacion de la quitina, es
una fibra alimentaria conocida por sus propiedades hipolipidémicas, cominmente
atribuidas a sus caracteristicas catidnicas Unicas. En el presente estudio se evalud el efecto
selectivo in vivo del CH sobre la excrecién de grasa con la finalidad de esclarecer su
mecanismo hipolipidémico. Para ello, se realizé un estudio longitudinal de 4 semanas en
cobayas y se compard el efecto del CH sobre la absorcién de grasa con el de una fibra
soluble: una maltodextrina resistente a la digestion (MD). Los animales fueron
alimentados con dietas isocaldricas ricas en grasa que contenian 12 g/100 g de celulosa,
MD o CH, y se determind la excrecién de acidos grasos, esteroles neutros y acidos biliares.
El CH redujo la absorcién de grasa de forma selectiva en comparaciéon con la MD. En
aquellos animales alimentados con CH la excrecidn de los acidos grasos ladrico, miristico y
palmitico incremento mds de 10, 5 y 2 veces, respectivamente, en comparacién al grupo
celulosa, mientras que la excrecion de d4cido estedrico no se vid alterada
significativamente. La excrecién de los 4acidos grasos oleico, linoleico y a-linolénico
también fue significativamente superior (P<0.001). La relacidn de 4cidos grasos
poliinsaturados n-6 y n-3 en las heces de aquellos animales alimentados con CH fue de
23.68 mientras que en los alimentados con celulosa fue de 13.95. Las dos fibras
estudiadas aumentaron la excrecidn total de esteroles neutros, pero sélo el CH
incrementd la excrecion de acidos biliares. No obstante, el CH inhibid la bioconversion a

nivel intestinal del colesterol y los acidos biliares primarios a sus respectivos metabolitos
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secundarios. En consecuencia, los resultados revelan que la actividad hipolipidémica del

CHy la MD es atribuible a mecanismos diferentes.
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ABSTRACT

Chitosan, a deacetylated form of chitin, is a dietary fibre known for its hypolipidemic properties, which
are mainly attributed to its unique cationic characteristics. We studied the selective in vivo effect of chito-
san on fat excretion in order to elucidate its hypolipidemic mechanism. A 4-week longitudinal study was
conducted in guinea pigs and the effect of chitosan on fat-absorption was compared to that of a soluble
fibre: digestion-resistant maltodextrin. Animals were fed with high-fat isocaloric diets containing 12/
100 g of cellulose, digestion-resistant maltodextrin or chitosan. Subsequently, the excretion of fatty acids,
neutral sterols and bile acids was determined. Chitosan selectively reduced fat absorption in comparison
to digestion-resistant maltodextrin. The excretion of lauric, myristic and palmitic fatty acids of animals
fed with chitosan was more than 10-, 5- and 2-fold higher, respectively, than in the cellulose group,
whereas stearic acid excretion was not significantly altered. Oleic, linoleic and o-linolenic acid excretion
were also significantly higher (P < 0.001). The n—6/n—3 ratio in faeces of the chitosan group was 23.68,
compared to 13.95 in the cellulose group. Total neutral sterol excretion was increased by both dietary
fibres, whereas bile acid excretion was only increased by chitosan. Nevertheless, chitosan inhibited the
intestinal bioconversion of cholesterol and primary bile acids to secondary metabolites. Hence, these
results reveal that chitosan and digestion resistant maltodextrin exert their hypolipidemic activity by dif-

ferent mechanisms.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Coronary heart disease (CHD) is the leading cause of death in
developed countries (Lloyd-Jones et al., 2010). Although its aetiol-
ogy is multifactorial, high intakes of calories and fats, especially
cholesterol-rich fats as well as saturated and trans fatty acids, are
widely accepted as major contributing factors (Erkkila, de Mello,
Riserus, & Laaksonen, 2008; Lloyd-Jones et al., 2010). Dietary inter-
ventions, such as reducing fat ingestion or its bioavailability, are
therefore proposed as primary treatments to lower the risk of
CHD (Badimon, Vilahur, & Padro, 2010).

Evidence shows that dietary fibre may play an important role in
the prevention of CHD due to its capacity to lower plasma lipid
concentrations, especially that of LDL cholesterol (Elleuch et al.,
2011; Viuda-Martos et al., 2010). In general terms, the hypolipi-
demic properties of dietary fibre have mainly been associated with
its capacity to reduce carbohydrate absorption, fat digestibility and
bile acid circulation (Kishimoto, Wakabayashi, & Takeda, 1995).
However, it is widely known that fatty acids, the main constituents

* Corresponding author. Tel.: +34 934034841; fax: +34 934035931.
E-mail address: magdarafecas@ub.edu (M. Rafecas).

0308-8146/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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of dietary fat, elicit different lipid metabolism responses, and thus
have different repercussions on the blood lipid profile and other
cardiovascular risk factors (Erkkila et al., 2008; Fernandez & West,
2005; Moreno & Mitjavila, 2003).

Trans fatty acids and saturated fatty acids (SFAs) are known for
their detrimental effect on plasma lipids. Nevertheless, recent
studies demonstrate that SFAs can also be divided into different
metabolic groups, according to their effects on lipid metabolism.
Short-chain (4-8 carbon) SFAs and medium-chain decanoic fatty
acid (C10:0), as well as long-chain stearic acid (C18:0), do not in-
crease the risk of CHD. In contrast, lauric (C12:0), myristic (C14:0)
and palmitic (C16:0) acids can raise LDL-cholesterol (LDL-c) con-
centrations, mainly by decreasing LDL receptor activity (Fernandez
& West, 2005). Monounsaturated fatty acids (MUFAs) and n—6 and
n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) can decrease LDL-c by dif-
ferent mechanisms (Bays, Tighe, Sadovsky, & Davidson, 2008;
Moreno & Mitjavila, 2003). However, recent studies have suggested
that excessive amounts of n—6 PUFAs and very high n—6/n—3 ratios
may promote the pathogenesis of many diseases associated to
proinflammatory and prothrombotic mediators, such as asthma,
cancer and autoimmune diseases (Chilton, Rudel, Parks, Arm, &
Seeds, 2008). Consequently, it has been suggested to reduce the
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n—6/n—3 ratio in the diets in order to reduce the risk of many
chronic diseases (Simopoulos, 2002). These suggestions are not de-
void of controversy, as they are opposed to recent publications
(Fritsche, 2008; Harris et al., 2009).

Digestion-resistant maltodextrin (MD) and chitosan (CH) are
dietary fibres that differ in their physicochemical characteristics
(Aranaz et al., 2009; Kishimoto et al., 2009). Its use as functional
food ingredients is supported by their widely reported hypocholes-
terolemic activity (Bondiolotti et al., 2011; Ikeda et al., 1993;
Kishimoto et al., 2009; Liu, Zhang, & Xia, 2008). However, its exact
hypocholesterolemic mechanism remains unclear. MD is a non-
viscous soluble dietary fibre that has been reported to reduce plas-
ma lipids, probably by delaying lipid absorption (Kishimoto et al.,
2009; Nagata & Saito, 2006). CH is an N-acetyl-glucosamine ob-
tained from the deacetylation of chitin. It can reduce fat absorption
and interrupt enterohepatic bile acid circulation (Aranaz et al.,
2009). CH differs from other dietary fibres as it has cationic charac-
teristics. Consequently, adsorption has been proposed as the main
mechanism responsible for its hypolipidemic properties, binding
fatty acids, neutral sterols and bile acids by electrostatic and
hydrophobic forces (Ikeda et al., 1993). Therefore, it is questionable
whether this cationic characteristic makes CH able to selectively
bind fat components.

The main aim of this report was therefore to study the selective
fat-binding capacity of CH and its effects on fatty acid absorption
and on neutral sterol and bile acid excretion. In order to ascertain
the fat-binding mechanism of CH, a longitudinal study was con-
ducted and the results were compared with those of MD, which
was taken as an example of a soluble fibre. The guinea pig was cho-
sen as a suitable animal model as it has more similarities with hu-
man lipid metabolism than other more commonly used
experimental animals, such as rats or hamsters (Fernandez & Vo-
lek, 2006).

2. Material and methods
2.1. Materials

Ninety-nine percent or higher fatty acid methyl ester (FAME)
standard oleic acid (C18:1n-9), linolenic acid (C18:3n—-3) and
heneicosanoate acid (C21:0) were purchased from Larodan Fine
Chemical AB (Malmg, Sweden). The rest of the FAME standards,
bile acids, Sylon BTZ (3:2:3, BSA + TMCS + TMSI) and anhydrous
pyridine were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Sterol standards were supplied by Steraloids (Newport,
Rhode Island, USA).

Sodium methylate 0.5 N was prepared by dissolving 17 g of so-
dium in 11 of dry methanol. n-Hexane and boron trifluoride (20%
in anhydrous methanol) were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Chloroform, cyclohexane, methanol and diethyl ether
were purchased from Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Spain),
while sodium chloride and anhydrous sodium sulphate were
bought from Panreac (Barcelona, Spain). All solvents and reagents
were analytical grade or higher and bidistilled water was used
throughout the study.

2.2. Diets

Three isocaloric diets were prepared by Teklan Harlan (Madi-
son, WI). They were designed to meet all the nutritional require-
ments of the guinea pigs. The composition of the diets was equal,
except for the fibre source (Table 1). The fibre used in the control
group was cellulose (Teklan Harlan, Madison, WI). The fibre
sources of the experimental diets were commercially available
MD (Fibersol-2b™) from Matsutani Chemical Industry Co. Ltd.

Table 1
Composition of diets fed to guinea pigs.

Component CE*(g/100g) MD (g/100g)  CH (g/100g)  Energy (%)
Protein 18.1 181 18.1 18.0

Fat mix' 16.9 169 16.9 37.9
Sugars? 443 443 443 441
Mineral mix> 4.6 46 46

Vitamin mix> 1.0 1.0 1.0

Cellulose 12.0

Fibersol-2b™ 12.0

Chitosan 12.0

1 Fat mix contains olive oil/palm kernel oil/safflower oil (1:2:1.8).

2 Added as cornstarch/sucrose (1:1.43).

3 Mineral and vitamin mix were adjusted to meet National Research Council
requirements for guinea pigs. Mineral mix composition (g/100 g): calcium phos-
phate 38.7, potassium acetate 29.9, calcium carbonate 9.2, magnesium oxide 9.2,
potassium chloride 7.4, sodium chloride 3.7, ferric citrate 1.1, manganese sulphate,
monohydrate 0.6, zinc carbonate 0.203, cupric sulphate 0.055, potassium jodate
0.002, chromium potassium sulphate, dodecahydrate 0.018, sodium selenite,
pentahydrate 0.002, ammonium paramolybdate, tetrahydrate 0.006. Vitamin mix
composition (g/100 g): p-aminobenzoic acid 1.10, vitamin-C (ascorbic acid) 10.17,
biotin 0.004, vitamin By, (0.1% in mannitol) 0.30, calcium pantothenate 0.66, cho-
line dihydrogen citrate 34.97, folic acid 0.02, inositol 1.10, vitamin K3, menadione
0.50, pyridoxine HCI 0.99, niacin 0.22, riboflavin 0.22, thiamin HCl 0.22, vitamin A
palmitate (500,000 1U/g) 0.40, vitamin D3, cholecalciferol (500,000 IU/g) 0.04,
vitamin E, DL-alpha tocopheryl acetate (500 IU/g) 2.42, corn starch 46.67.

4 CE, cellulose; MD, digestion-resistant maltodextrin; CH, chitosan.

(Hyogo, Japan) and CH (Chitoclear™ 94% deacetylation degree
and 23 mPa s diluted at 1% concentration in 0.1 M acetic acid) from
Primex Chemicals (Siglufjordur, Iceland).

The fat mix in the diets was olive oil/palm-kernel oil/safflower
oil (1:2:1.8). The concentration of fatty acids was the same in all
diets: lauric acid (C12:0), 27.71; myristic acid (C14:0), 9.91; pal-
mitic acid (C16:0), 13.87; margaric acid (C17:0), 0.11; stearic acid
(C18:0), 13.79; arachidic acid (20:0), 0.51; behenic acid (C22:0),
0.42; lignoceric acid (C24:0), 0.26; oleic acid (C18:1n-9), 19.09,
cis-vaccenic acid (C18:1n-7), 1.36; linoleic acid (C18:2n-6),
62.62 and o-linolenic acid (C18:3n-3), 2.64 in mg per g of diet.
The n—6/n—3 ratio was particularly high at 23.75. The sterol com-
position of diets was as follows: cholesterol, 0.39; campesterol,
0.09; B-sitosterol, 0.21; and sitostanol, 0.06 in mg per g of diet.

2.3. Animals

All procedures were approved by the Animal Care and Use Com-
mittee of the University of Barcelona. Dunkin Hartley female gui-
nea pigs were supplied by Harlan Interfauna Ibérica (Barcelona,
Spain). Animals weighing 300-400 g were randomly assigned to
the treatment groups (8 animals/group) after 1 week of acclima-
tion. Two guinea pigs were kept in each stainless steel cage. Cages
were wire-bottomed to avoid coprophagia. Animals were housed
in a room with a controlled light cycle (light from 08:00 to
20:00 h) at 22 £ 1 °C for 4 weeks of treatment. Food and water
were consumed ad libitum. Every 2 days, faeces were collected,
the animals were weighed and food consumption was controlled.
Faeces were manually cleaned of sawdust contamination, weighed,
homogenised, freeze-dried and stored at —20 °C.

2.4. Determination of fatty acid content in faeces and diets

The method for the analysis of fatty acids (FA) was based on a
modification of the method proposed by Loépez-Lopez et al.
(2000) which allows the determination of fatty acids present in
whether esterified or free form. First, 70-80 mg of samples were
weighed in tubes containing 1 mg of heneicosanoate acid (C21:0)
as an internal standard. The samples were saponified with 2 ml
of sodium methylate 0.5 N and heated in a boiling water bath for



4.3. EFECTO DE LA GOMA GUAR PARCIALMENTE HIDROLIZADA, LA
MALTODEXTRINA RESISTENTE A LA DIGESTION Y EL QUITOSANO EN EL
CONTENIDO LIPIDICO Y EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN PLASMA E HIGADO DE
COBAYAS

Jonathan Santas, Jordi Cuné Magda Rafecas
En proceso de revision
Resumen

En el presente estudio se compard la capacidad hipolipidémica in vivo de dos fibras goma
guar parcialmente hidrolizadas (PHGG), una maltodextrina resistente a la digestién (MD) y
quitosano (CH). Durante 4 semanas se alimentaron cobayas (n=8 animales por grupo) con
dietas ricas en grasa que contenian 12 g/100 g de celulosa (CE) como control negativo,
goma guar parcialmente hidrolizada durante 1 hora (PHGG1), goma guar parcialmente
hidrolizada durante 2 horas (PHGG2), MD o CH. Al final del estudio se determind el
contenido lipidico y el perfil de acidos grasos (AG) en plasma y en higado. Todas las fibras
experimentales redujeron el colesterol total en plasma y mejoraron el indice
aterosclerético HDL/LDL. El CH fue la fibra mas eficiente reduciendo la hipertrofia del
higado y su concentracidn de colesterol. Entre las fibras estudiadas sélo el CH modifico el
perfil de AG tanto en plasma como higado. El CH alterd la relacién entre acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) n-6/n-3 tanto en plasma como higado, mientras que la relacidon
entre acidos grasos saturados (AGS) e insaturados (AGI) permanecié inalterada. Estos
resultados sugieren que el CH podria tener efectos interesantes a la hora de disminuir los

efectos adversos asociados a dietas con una elevada relaciéon AGPI n-6/n-3.
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Effect of partially hydrolyzed guar gum, digestion-resistant maltodextrin
and chitosan on plasma and liver lipid content and fatty acid profile in
guinea pigs
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Abbreviations

CE Cellulose

FA Fatty acid(s)

FAME Fatty acid methyl ester(s)

HDL High density lipoprotein

LDL Low density lipoprotein

MD Digestion-resistant maltodextrin

MUFA Monounsaturated fatty acid(s)

PHGG Partially hydrolyzed guar gum(s)

PHGG1 Partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis)
PHGG1 Partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis)
PUFA Polyunsaturated fatty acid(s)

SEM Standard error of the mean

SFA Saturated fatty acid (s)

TAG Triglycerides

TSFA Total saturated fatty acids

TUFA Total unsaturated fatty acids

UFA Unsaturated fatty acid(s)
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Abstract

This study compared the in vivo hypolipidemic effect of partially hydrolyzed guar gum
(PHGG), digestion-resistant maltodextrin (MD) and chitosan (CH). Guinea pigs (n=8
animals per group) were fed for 4 weeks with high-fat isocaloric diets containing 12 g/ 100
g of cellulose (CE) as negative control, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis,
PHGG1), partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis, PHGG2), MD or CH. Plasma and
liver lipids and fatty acid (FA) profile were determined at the end of the study. All the
experimental fibers reduced total and LDL cholesterol in plasma and improved the ratio of
HLD/LDL. CH resulted more efficient than the other fibers reducing liver hypertrophy and
its concentration of cholesterol. Among the studied dietary fibers only CH was able to
modify the FA profile of both plasma and liver. CH consumption resulted in a reduction of
the ratio of n-6 to n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) in both plasma and liver,
whereas the ratio of saturated fatty acids (SFA) to unsaturated fatty acids (UFA) remained
unaltered. These results suggest that CH may be of interest for ameliorating the adverse

effects associated to diets with high n-6/n-3 ratios.

Keywords: dietary fiber, partially hydrolyzed guar gum, digestion-resistant maltodextrin,

chitosan, cardiovascular heart disease, cholesterol, fatty acids.

1. Introduction

The prevalence of cardiovascular heart disease (CHD) has increased rapidly worldwide,
acquiring epidemic proportions in industrialized countries (World Health Organization
(WHO), 2011d). Excess of calories and fats are known to be major contributing factors of
its etiology and therefore a reduction of dietary fat intake is proposed as a primary
treatment (Lloyd-Jones et al.,, 2010b). In addition, fat quality can also modulate
cardiovascular outcomes (Erkkila et al., 2008). Evidence accumulated over the past several
decades shows a positive correlation between dietary intake of trans and saturated fatty
acids (SFA), mainly those of 12-16 carbons, and an increase of cardiovascular risk (Erkkila

et al., 2008; Fernandez & West, 2005). Conversely, monounsaturated fatty acids (MUFA)
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and both n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids (PUFA) seem to be cardioprotective
(Erkkila et al., 2008; Moreno & Mitjavila, 2003). In addition, based on different studies
suggesting that linoleic acid and other n-6 fatty acids (FA) may be proinflammatory and
prothrombotic, some authors have suggested that n-6 PUFA intake should be decreased
and n-3 intake increased (Chilton et al., 2008; Simopoulos, 2002).

The hypolipidemic effect of dietary fiber has been reported by many investigators
(Anderson et al., 2009; Viuda-Martos et al., 2010). The beneficial effects of fiber
consumption on plasma and liver lipids have been mainly attributed to the capacity of
high-viscous soluble dietary fibers to reduce the digestion and absorption of lipids
(Chutkan et al., 2012). However, non-viscous dietary fibers have also been reported to
exert hypolipidemic effects. Partially hydrolyzed guar gum (PHGG), with a significantly
lower viscosity of native guar gum, has been reported to reduce dietary FA and neutral
sterol absorption independently of its viscosity (Minekus et al., 2005; Santas et al., 2012a).
Likewise, digestion-resistant maltodextrin (MD) is a soluble dietary fiber that do not form
a gel in the digestive tract and which has been proposed to promote lipid excretion
(Kishimoto et al., 2009).

Chitosan (CH) is an N-acetyl-glucosamine obtained from the deacetylation of chitin which
can decrease fat absorption by different mechanisms (Aranaz et al., 2009). CH differs from
other dietary fibers in its unique cationic characteristics, which may allow CH to bind FA,
neutral sterols and bile acids by electrostatic forces (lkeda et al., 2001). In our recent study
we reported a selective increase of the excretion of FA by CH (Santas et al., 2012b) in
contrast to MD and PHGG (Santas et al., 2012a). As a result, CH can decrease the ratio of
SFA to unsaturated fatty acids (UFA) in faeces due to a higher affinity to bind MUFA and
PUFA than long chain SFA. Interestingly, the n-6/n-3 PUFA ratio in faeces was altered by
CH because it led to a greater increase in the excretion of n-6 than n-3 isomers. However,
it remains to be determined whether this selective fat-binding capacity may affect plasma
and liver composition, which can be of great interest as it is well known that FA elicits

different metabolic responses. For instance, both TSFA/TUFA and n-6/n-3 ratios are
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closely related with different atherosclerosis risk factors due to their direct implication in
lipoprotein metabolism and inflammation (Bruckner, 2007).

Therefore, the present study was undertaken to compare the in vivo effect of dietary
fibers with different hypolipidemic mechanisms and to ascertain whether the effects
previously observed on lipid excretion, especially FA, may affect the composition of

plasma and liver lipids.

2. Material and Methods

2.1. Materials

Fatty acid methyl ester (FAME) standards were of 99% or higher purity. Oleic acid (C18:1n-
9), linolenic acid (C18:3n-3) and heneicosanoate acid (C21:0) were purchased from
Larodan Fine Chemical AB (Malmo, Sweden). The rest of the FAME standards were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Sodium methylate 0.5N was prepared by dissolving 17 g of sodium in 1 L of dry methanol.
N-hexane and boron trifluoride (20% in anhydrous methanol) were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Chloroform, diethyl ether and methanol were purchased from
Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, Spain), while sodium chloride and anhydrous sodium
sulphate were bought from Panreac (Barcelona, Spain). All solvents and reagents were

analytical grade or higher and double deionized water was used throughout the study.

2.2. Dietary fiber sources

Cellulose was pruchased from Teklan Harlan (Madison, WI, USA). Two partially hydrolyzed
guar gums (PHGG) were obtained by chemical hydrolysis of guar gum from Cyamopsis
tetragonoloba with H,O:EtOH (1:1) for 1h (PHGG1) or 2h (PHGG2) as previously described
(Santas et al., 2012a). The resulting viscosity of 1% aqueous dispersions of PHGG1 and
PHGG2 determined using a First RM Rheometer from Lamy Rheometers (Champagne au
Mont d’Or, France) at a shear rate of 10™'s were 1285 and 766 mPa-s, respectively.
Digestion-resistant maltodextrin (MD, Fibersol-2b™) was purchased from Matsutani

Chemical Industry Co. Ltd (Hyogo, Japan) and chitosan (CH, Chitoclear™ 94%
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deacetylation degree and 23 mPa:-s diluted at 1% concentration in 0.1M acetic acid) from

Primex Chemicals (Siglufjordur, Iceland)

2.2. Diets

Five isocaloric diets were prepared by Teklan Harlan (Madison, WI, USA). They were
designed to meet all the nutritional requirements of the guinea pigs. The composition of
the diets was equal, except for the fiber source as each diet contained one of the dietary
fibers described above (Table 1). The fat mix content of diets was olive oil/palm-kernel
oil/safflower oil (1:2:1.8). The detailed FA and sterol composition of diets is shown in

Table 2.

2.3. Animals

All procedures were approved by the Animal Care and Use Committee of the University of
Barcelona. Dunkin Hartley female guinea pigs were supplied by Harlan Interfauna Ibérica
(Barcelona, Spain). Guinea pig was used as a model organism to allow a better
extrapolation to the human situation due to its high resemblance to the human lipid
metabolism (Fernandez & Volek, 2006). Animals (weighing 300-400 g) were housed in
stainless steel cages (2 animals per cage), which were wire-bottomed to avoid
coprophagia. Animals were housed in a room with a controlled light cycle (light from
08:00 to 20:00 h) at 22 + 1°C. After one week of acclimation, animals were randomly
assigned to the dietary treatment groups (8 animals/group). Food and water were
consumed ad libitum. Body weight and food consumption was recorded with 2-day
periodicity. After 28 days (for weeks) non-fasted guinea pigs were anesthetised with
isoflurane and killed by heart puncture. Blood samples were collected in heparinized tubes
and plasma was separated after centrifugation at 1500g during 15 min at 4°C and stored

at -80°C. Livers were excised, weighted, homogenized and stored at -80°C.

2.4. Determination of plasma lipids.
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Total, HDL and LDL-cholesterol and triglycerides (TAG) were enzymatically determined
with a Modular DPE Hitachi auto-analyzer from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).

Plasma FA were determined as follow: six hundred microlitres of plasma was added to a
tube containing 50 puL of internal standard (C21:0, 1 mg/mL). The extraction was
performed with 20 mL of chloroform:methanol (2:1) for 45 min with continuous magnetic
stirring. The extract was filtered through a Whatman No. 1 and the residue was re-
extracted twice with 10 mL of the same solvent for 1 min. After addition of 10 mL of NaCl
1% (w/v), tubes were shaken and centrifuged for 20 min at 540g. Chloroform phase was
filtered through anhydrous sodium sulfate (Whatman No. 1 filter paper) which was
subsequently washed with 5 mL of chloroform: methanol (2:1) and twice with 5 mL of
chloroform. Solvent was evaporated in a vacuum rotatory evaporator at 30°C and allowed
to dry at vacuum desiccator for 2h. Lipids were transferred from flasks to tubes with
diethyl ether that was finally evaporated with slight nitrogen stream at 30°C. Tubes were
allowed to dry overnight in a vacuum desiccator. The FAME were obtained by incubating
the samples in a boiling bath with 1 mL of sodium methylate 0.5N for 20 minutes and 1 mL
of boron trifluoride (20% in anhydrous methanol) for 15 minutes. Then, 2 mL of n-hexane
was added and tubes shaken. After addition of 1 mL of saturated sodium chloride solution,
tubes were shaken and the clear n-hexane top layer was transferred to another tube
containing sodium sulfate anhydrous. Samples were allowed to dry for 2 hours and 1 mL
of the extract was transferred to another tube and concentrated to 150 uL by nitrogen
flux at 30°C. Contents were finally transferred to injection vials and stored at -20°C until

injection.

2.5. Determination of liver lipids.

Liver FA were determined as follows: liver homogenates (1.5 g) were weighted in tubes
containing 1.5 mg of C21:0 as internal standard. The extraction was performed with 20 mL
of chloroform:methanol (2:1) using a Polytron PT3000 homogenizer (Kinematica, Lucerne,
Switzerland) at 19,000-20,000 rpm for 20 s. The extract was filtered through a Whatman

No. 1 and the residue extracted twice with 10 mL of the same solvent. The extract was
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purified as earlier described for plasma extracts. FAME were obtained as described for
plasma but using 2.5 mL of sodium methylate 0.5 N, 3 mL of boron trifluoride (20% in
anhydrous methanol), 3 mL of n-hexane and 4 mL of sodium chloride saturated solution.
The n-hexane upper layer containing the FAME was allowed to dry for 2 hours in tubes
containing sodium sulfate anhydrous and transferred to injection vials and stored at -20°C
until injection.

Liver lipids for the detmination of TAG and cholesterol were extracted as described above.
One millilitre of 1% Triton® X-100 in methanol was added to an appropriate aliquot of the
extract and the solvent evaporated to dryness under nitrogen flux at 30°C. Finally,
deionized water was added and tubes were warmed for 15 min at 37°C for complete
dissolution. TAG were analyzed by using an enzymatic kit from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) and esterified and free cholesterol by using a kit from Biovision Inc.

(Milpitas, CA, USA).

2.6. GC conditions

FAME were analyzed using an Agilent 4890D gas chromatograph (Santa Clara, CA, USA),
equipped with a flame ionization detector (FID). A fused-silica capillary column (60 m x
0.25 mm i.d., 0.2 um) from Supelco (Bellefonte, PA, USA) was used for separation. One plL
was injected in split-splitless injector with a split ratio of 1:30. The injector and detector
temperatures were kept at 270°C and 300°C, respectively. Oven temperature was
programmed as follows: an initial temperature of 140°C for 3 min, followed by an increase
of 6°C/min to 160°C, an increase of 2°C/min to 230°C and then an increase of 6°C/min to
250°C and finally left to stand for 15 min at 250°C. Helium was used as a carrier gas and
nitrogen was used as the makeup gas to increase the detector’'s sensibility.
Chromatographic peaks were identified by comparing the retention times with those of
known standards and by co-chromatography. The quantification of FAME was performed

by the internal standard addition method and using calibration curves with R*>0.99.

2.7. Statistical analysis
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Data were analyzed by SPSS v.17 for Windows (SPSS Inc. Chigago, IL, USA). Any significant
differences among treatments were determined by one-way ANOVA and the exact nature
of the differences by Duncan’s multirange post hoc test. Differences were considered

significant when P<0.05. Results are expressed as means = SEM.

3. Results

3.1. Food intake, body and liver weight.

Food intake was monitored during the study and was the same for the five dietary groups,
with average values ranging from 26 to 28 g of food animal™ day'l. As shown in Figure 1,
animals in all groups gained weight during the study. However, growth rate of animals
belonging to PHGG groups was slightly lower, resulting in lower body weights compared to
the CE control (P<0.05), already after three weeks of treatment. Compared to CE, the
relative liver weight of animals was only lower in those animals fed with CH (Figure 2),

whereas the other dietary groups presented similar values.

3.2. Plasma lipids

Plasma TAG were not significantly altered by experimental fiber consumption, although
values were slightly lower in those animals fed with CH (Figure 3). In contrast, PHGG1,
PHGG2, MD and CH were effective reducing total plasma cholesterol compared to control
CE (P<0.05). Despite both LDL- and HDL-cholesterol were reduced after experimental fiber
ingestion, the HDL to LDL ratio was significantly improved by PHGG1, PHGG2, MD and CH
(0.13 £ 0.01, 0.14 £ 0.02, 0.13 £ 0.01, 0.11 + 0.01, respectively) compared to CE (0.08 +
0.01).

CH and PHGG2 were the most efficient dietary fibers reducing total plasma FA compared
to control. Total FA also tended to decrease after PHGG1 and MD consumption, but
differences were not statistically significative (Table 3). The most abundant FA in all
groups was C18:2n-6 (46-38%), followed by C18:1n-9 (20-15%), C16:0 (15-13%) and C18:0
(9-8%). In general, the reduction in total FA concentration observed in CH and PHGG2

groups was accounted by changes in the concentration of almost all SFA, MUFA and PUFA.
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Consequently, the ratio of TSFA to TUFA was not significantly altered. However, the ratio
of n-6 to n-3 was reduced by CH compared to CE (P<0.05), mainly due to a greater

reduction in the concentration of C18:2n-6 compared to that of C18:3n-3.

3.3. Liver lipids

Liver total cholesterol, but not liver TAG, was significantly reduced by experimental fibers
compared to CE, especially in those animals fed with CH (Table 4), similarly to what was
found in plasma. This effect was mainly accounted by a reduction of free cholesterol pool.
Among the different fibers tested, soluble fibers (either PHGG1, PHGG2 or MD) tended to
increase the concentration of cholesteryl esters present in the liver leading to a higher
ratio of esterifed to free cholesterol compared to CE.

Only minor changes were observed on liver FA concentrations among groups (Table 5). In
fact, the concentration of total FA, TSFA, MUFA and PUFA was not significantly altered by
fiber consumption. However, as observed in plasma, the FA profile of liver was altered by
CH, which significantly reduced the ratio of n-6 to n-3, but not that of TSFA to TUFA,

compared to control CE.

4. Discussion

In the present study, we compared the hypolipidemic in vivo effect in guinea pigs of a low
molecular weight chitosan and the soluble dietary fibers, namely digestion resistant
maltodextrin and partially hydrolyzed guar gum. These fibers are known for their
beneficial physiological effects such as reduction of fat absorption and
hypocholesterolemic properties (Aranaz et al., 2009; Kishimoto et al., 2009; Yoon et al.,
2008a). The hypocholesterolemic capacity of hese fibers was confirmed as they were able
to reduce plasma and liver cholesterol. In agreement with previously reported results
(Chiang et al., 2000) animals fed with CH had also a lower liver weight than animals fed
with CE. Consequently, CH was more efficient than soluble fibers preventing the liver
hypertrophy caused by a high fat diet and thus, reducing the accumulation of cholesterol

in the liver.

-129-



Mechanisms commonly attributed to the cholesterol-lowering capacity of dietary fiber
include impairment of cholesterol absorption and especially, conversion of hepatic
cholesterol to bile acids (Viuda-Martos et al., 2010). In our preliminary studies, we showed
that consumption of PHGG (Santas et al., 2012a) and MD (Santas et al., 2012b) increased
the excretion of neutral sterols. CH increased the excretion of neutral sterols as well as
bile acids (Santas et al., 2012b) which can explain the higher beneficial effect of CH on
liver and plasma cholesterol levels.

The effect of the studied fibers on lipid excretion can be ascribed to different mechanisms.
PHGG is a soluble fiber with a significantly lower viscosity than native gum guar (Yoon et
al., 2008a). It has been reported that a reduction of its viscosity is not correlated with
losses of its hypolipidemic capacity, which suggests that complementary mechanisms
other than viscosity may be present (Santas et al., 2012a; Yoon et al., 2008a). For instance,
it is likely that PHGG reduces the emulsifying effect of bile acids by favouring the
flocculation of fat droplets, which leads to a reduction of fat and cholesterol
bioaccesibility (Minekus et al., 2005). Besides, MD is a non-viscous soluble fiber with no
effect on lipase activity, which decreases lipid absorption by delaying the release of lipids
from micelles (Kishimoto et al., 2009). Therefore, these soluble fibers do not exert a
selective effect on FA absorption as the mechanisms underlying their hypolipidemic effect
are associated with a general increase of dietary fat excretion (Santas et al., 2012a; Santas
et al., 2012b).

On the other hand, CH is a polymer with unique cationic characteristics that has been
shown to have selective fat-binding capacity (Santas et al., 2012b). At the acidic pH of the
stomach, the free amino groups of CH are positively charged, which allows CH to interact
by electrostatic forces with sterols and FA in the digestive tract (Deuchi et al., 1995a; Liu
et al., 2008). In our previous report (Santas et al., 2012b), we showed that long chain SFA
(C16:0-C24:0) were less susceptible to the effect of CH than SFA with shorter hydrocarbon
chains (C12:0 and C14:0), MUFA and PUFA. As a result, the TSFA/TUFA ratio in faeces was
greatly decreased. Among PUFA, CH also altered the n-6/n-3 ratio due to a greater

excretion of n-6 FA than n-3 FA. In the present study, we examined whether this selective
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effect on FA absorption could elicit significant changes in the FA profile of plasma and
liver, which can be of great interest due to its repercussion on different cardiovascular
disease risk factors. In contrast to our observations on FA excretion (Santas et al., 2012b),
and despite the reduction of the concentration of plasma FA caused by CH consumption,
the TSFA/TUFA ratio was altered neither in plasma nor in liver. However, the n-6/n-3 ratio
in both plasma and liver was significantly reduced when animals were fed with CH, as
compared to CE and the soluble fibers, fact that was mainly due to a reduction of the
relative concentration of C18:2n-6. In a recent study, Abbot et al. (Abbott et al., 2012)
reported the effect of several diets, representing a wide range of FA profiles, on the FA
composition of different tissues. The authors concluded that plasma and liver were less
influenced by changes in FA profile compared to other tissues such as skeletal muscle and
adipose tissue. In fact, the TSFA/TUFA ratio, was closely regulated in plasma and liver over
a large variation in the FA composition of the diet. In contrast, the n-6/n-3 ratio was more
responsive to dietary changes. Besides, one of the most exhaustive reviews until today
(Hodson et al., 2008) reveals that the correlations between the dietary intake of SFA and
MUFA and their concentration in plasma are generally weaker and more inconclusive than
those of specific PUFA and the n-6/n-3 ratio. A possible explanation for these observations
is @ mechanism known as ‘homoviscous adaptation’, which is a homeostatic process that
regulates the balance of SFA and UFA in membranes to maintain an optimal fluidity
(Sinensky, 1974). Since C18:2n-6 and C18:3n-3 PUFA have been shown to be independent
essential fatty acids, their in vivo concentration as well as that of their respective long-
chain PUFA is much more influenced by their dietary intake. These observations would
explain the lack of effect of CH on the TSFA/TUFA ratio and the greater influence on the n-
6/n-3 ratio in plasma and liver, despite the selective effect of CH on FA excretion (Santas
et al., 2012b).

In the last decade, a considerable concern with regard to the importance of improving the
n-6/n-3 PUFA ratio in the human diet has arisen. Despite it is not devoid of controversy
(Fritsche, 2008; Harris et al., 2009), substantial evidence supports that a high n-6/n-3 ratio

can lead to a higher production of pro-inflammatory eicosanoids which might promote the
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pathogenesis of cardiovascular, inflammatory and autoimmune disorders (Chilton et al.,
2008; Simopoulos, 2006). Therefore, our results suggest that CH may be of interest for
ameliorating the adverse effects associated to diets with high n-6/n-3 ratios. In fact, CH
has been recently reported to exert anti-inflammatory effect in vivo (Chung et al., 2012).
However, the clinical relevance of CH regarding this aspect remains to be determined and

further research is necessary.

5. Conclusions

In conclusion, the present study confirms the in vivo hypocholesterolemic capacity of
PHGG, independently of its viscosity, as well as that of MD and CH. Moreover, CH
consumption can alter the FA acid profile of both plasma and liver. These changes are
ascribed to a reduction of the ratio of n-6 to n-3 PUFA, but not that of TSFA to TUFA.
Therefore, the results reveal that CH may be of interest in the prevention of the adverse
effects associated to diets with a high n-6/n-3 ratio.

Further research would allow determining whether different factors such as the FA profile
of diets and/or the physicochemical properties of CH (i.e. deacetylation degree and/or

viscosity) may influence the in vivo effect of CH on the FA profiles of different tissues.
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Table 1: Composition of diets fed to guinea pigs

CE PHGG1 PHGG2 ™MD CH Energy

g/100g %
Protein 18.1 18.1 18.1 18.1 18.1 18.0
Fat Mix' 16.9 16.9 169 169 169 379
Sugars2 44.3 44.3 44.3 44.3 44.3 441
Mineral Mix® 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
Vitamin mix 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Cellulose 12.0
Guar gum (1-h hydrolysis) 12.0
Guar gum (2-h hydrolysis) 12.0
Fibersol-2™ 12.0
Chitosan 12.0

! Fat mix contains olive oil/palm kernel oil/safflower oil (1:2:1.8)
2 Added as cornstarch/sucrose (1:1.43)

* Mineral and vitamin mix were adjusted to meet National Research Council requirements
for guinea pigs. Mineral mix composition (g/100 g of mineral mix): calcium phosphate
38.7, potassium acetate 29.9, calcium carbonate 9.2, magnesium oxide 9.2, potassium
chloride 7.4, sodium chloride 3.7, ferric citrate 1.1, manganese sulphate, monohydrate
0.6, zinc carbonate 0.203, cupric sulphate 0.055, potassium iodate 0.002, chromium
potassium sulphate, dodecahydrate 0.018, sodium selenite, pentahydrate 0.002,
ammonium paramolybdate, tetrahydrate 0.006. Vitamin mix composition (g/100 g of
vitamin mix): p-aminobenzoic acid 1.10, vitamin C (ascorbic acid) 10.17, biotin 0.004,
vitamin By, (0.1% in mannitol) 0.30, calcium pantothenate 0.66, choline dihydrogen citrate
34.97, folic acid 0.02, inositol 1.10, vitamin K3, menadione 0.50, pyridoxine HCI 0.99, niacin
0.22, riboflavin 0.22, thiamin HCI 0.22, vitamin A palmitate (500,000 IU/g) 0.40, vitamin D3,
cholecalciferol (500,000 IU/g) 0.04, vitamin E, DL-alpha tocopheryl acetate (500 1U/g) 2.42,
corn starch 46.67.

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);
PHGG2, partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis); MD, digestion-resistant
maltodextrin (Fibersol-2™); CH, chitosan (Chitoclear™).
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Table 2: Fatty acid and sterol composition of diets fed to guinea pig

Fatty acid
C12:0

C14:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24:0
TSFA
C18:1n-9
C18:1n-7
MUFA
C18:2n-6
C18:3n-3
PUFA
TUFA

Ratio of TSFA/TUFA
Ratio of n-6/n-3

Sterols
Cholesterol
Campesterol

Beta-Sitosterol

Sitostanol

CE PHGG1 PHGG2 MD CH
ma/g
28551148 26.99+0.41 28.49+0.53 26.61+0.28 27.97+0.31
10.20+£0.50 9.77+£0.11 10.11+0.18 9.51+0.11 10.01%0.13
14.25+0.70 13.64+0.13 14.19+0.24 13.27+0.17 13.9410.24
0.12 +0.00 0.11+0.00 0.11+£0.00 0.11+£0.00 0.11+£0.00
14.20+£0.72 13.56+0.09 14.32+0.26 13.30£0.19 13.89%0.25
0.52 £0.02 0.50+0.00 0.51+0.01 0.49+0.01 0.51+£0.01
0.43+£0.02 0.41+0.01 0.42+0.01 0.40+0.01 0.43+0.01
0.28 £0.02 0.25+0.02 0.25+0.01 0.25+0.02 0.26 £0.01
68.54+3.44 65.24+0.76 68.42+1.13 63.93+0.76 67.12+0.91
1993+0.92 18.69+0.12 19.19+041 18.17+0.19 19.18+0.31
1.40+£0.06 1.33+0.01 1.36+0.03 1.28+0.01 1.38+0.01
21.33+0.97 20.02+0.13 20.55+0.43 19.46+0.20 20.56+0.32
64.89+3.11 61.41+0.54 63.58+1.30 59.65+0.58 63.31+0.94
2.73+0.13 2.58+0.03 2.690.05 2.51+0.03 2.66£0.04
67.62+3.24 63.99+0.57 66.26+1.36 62.17+0.60 65.98+0.98
88.95+4.20 84.01+0.70 86.82+1.78 81.62+0.80 86.53+1.29
0.77 £0.00 0.78 £0.00 0.79+0.01 0.78 £0.00 0.78+0.00
23.74+0.03 23.80 £+0.05 23.68 £+0.03 23.74 £0.03 23.77 £0.01
mg/100g
38.57+0.02 3835+0.48 39.51+0.76 38.88+x1.11 39.77+0.95
8.85+0.03 8.63+0.24 7.8610.20 8.80+0.24 8.46+0.13
21.18+0.37 20.71+0.43 21.37+052 20.35+x0.71 21.58+0.72
6.11+£0.69 5.33+0.43 4.20+£0.45 5.67+0.34 6.08 £0.37

Results expressed as means + SEM for quadruplicated analysis. No statistical differences

were found among treatments (P>0.1)

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);

PHGG2, partially hydrolyzed guar gum
maltodextrin (Fibersol-2™); CH, chitosan (Chitoclear™); TSFA, total saturated fatty acids;
MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total

unsaturated fatty acids.
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Table 3: Plasma fatty acids

CE PHGG1 PHGG2 MD CH
C12:0 494+ 0.68 425+ 062 4.60+0.92 6.76+ 1.56  3.46+ 0.42
C14:0 6.87+ 0.93 5.91+ 0.61 5.57+0.76 7.12+ 0.93  4.45+0.46
C16:0 2265+ 3.82° 1869+ 2.01°° 12.71+1.42%® 1591+ 1.81%° 11.68+ 0.87°
C17:0 0.40+ 0.05%° 0.53+ 0.06° 0.32+0.05%® 0.46+ 0.07° 0.26+0.032
C18:0 15.87+ 3.57° 12.33+ 1.50* 8.12+1.38?% 10.11+ 1.79% 6.35+0.38°
C20:0 0.25+ 0.03® 0.17+ 0.02%® 0.16+0.04° 0.17+ 0.03%® 0.09+ 0.01°
C22:0 0.41+ 0.04 0.38+ 0.03 0.35+0.02 0.38+ 0.04  0.30%0.01
C24:0 0.40+ 0.05 0.46+ 0.09 0.33+0.05 0.29+ 0.03  0.33+0.05
TSFA 51.79+ 7.84° 42.72+ 4.30° 32.16+3.96%® 41.20+ 5.77%*° 26.93+ 1.88°
C16:1n-7 0.46+ 0.13 0.52+ 0.11 0.29+0.03 0.29+ 0.04  0.48+ 0.07
C18:1n-9 26.51+ 3.72° 25.27+ 3.94° 14.50+1.56° 19.91+ 3.28® 16.11+ 1.26°
C18:1n-7 1.55+ 0.21° 1.49+ 0.18° 0.96+0.09° 1.19+ 0.15°® 0.81+ 0.06°
C20:1n-9 1.10+ 0.18 0.92+ 0.34 0.87+0.36 0.53+ 0.13  0.71+0.28
MUFA 29.63+ 3.90° 28.20+ 4.21° 16.61+1.61% 21.92+ 3.57* 18.12+ 1.40°
C18:3n-3 1.75+ 0.40 1.68+ 0.23  1.13+0.19 1.50+ 0.32  1.06+0.21
C22:5n-3 0.40+ 0.08 0.26+ 0.08 0.19+0.02 0.20+ 0.04  0.28% 0.06
C22:6n-3 0.55+ 0.10 0.61+ 0.09 0.42+0.05 0.49+ 0.08 0.65%0.10
Total n-3 2.70+ 0.54 2.55+ 0.33 1.74+0.19 2.19+ 0.35  1.99+0.26
C18:2n-6 72.70+ 15.29° 64.71% 7.50° 42.09+4.33%® 58.25+ 9.09° 30.58+ 3.44°
C20:2n-6 0.70+ 0.15 0.55+ 0.08 0.39+0.03 0.49+ 0.06  0.40% 0.04
C20:4n-6 242+ 0.68 2.36+ 0.33 1.40+0.11 1.50+ 0.14  1.44+0.11
C22:4n-6 0.38+ 0.10 0.23+ 0.07 0.27+0.03 0.26+ 0.03  0.22+0.03
Total n-6 76.19+ 16.18° 67.85+ 7.90 44.16+4.39%® 60.50+ 9.24" 32.65+ 3.47°
PUFA 78.89+ 16.71° 70.40%+ 8.19°° 45.90+4.57%® 62.69+ 9.59%° 34.64+ 3.61°
TUFA 108.52+ 18.19° 9859+ 11.83° 62.51+591% 84.61+ 12.66°° 52.76+ 4.632
Total 160.31+ 25.86° 141.32+ 16.03 94.67+9.79* 125.81+ 18.22°" 79.69+ 5.872
Ratio of TSFA/PUFA  0.49+ 0.02 0.45+ 0.02 0.51+0.02 0.49+ 0.02  0.53+0.05
Ratio of n-6/n-3 28.12+ 1.77° 27.78+ 1.73° 25.53+0.68° 28.40+ 1.70™ 18.34+ 3.10°

Results are expressed as means + SEM in mg dL™ of plasma (n=8). Results in the same row

not sharing a common superscript are significantly different based on one-way ANOVA

and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);

PHGG2, partially hydrolyzed guar gum
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MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total
unsaturated fatty acids.
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Table 4: Liver lipids

CE PHGG1 PHGG2 MD CH
Triglycerides 4.60+1.02%2.51+0.52°% 5.07+1.15°°2.44+0.37% 5.22+1.03"
Total cholesterol 5.20+0.58° 4.42+0.34%°4.29+0.30°°4.40+0.25%°3.81+0.17°

Free cholesterol (FC) 4.98+0.53° 3.53+0.11% 3.75+0.222 3.73+0.22° 3.48+0.11°
Esterified cholesterol (EC) 0.22+0.08° 0.97+0.27° 0.55+0.15%0.66+0.08°°0.34+0.10°
Ratio of EC/FC 0.04+0.01% 0.27+0.08%0.15+0.03°°0.18 +0.02° 0.10+0.032

Results are expressed as means + SEM in mg g™ of liver (n=8). Results in the same row not
sharing a common superscript are significantly different based on based on one-way
ANOVA and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);
PHGG2, partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis); MD, digestion-resistant
maltodextrin (Fibersol-2™); CH, chitosan (Chitoclear™).
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Table 5: Liver fatty acids

CE PHGG1 PHGG2 MD CH
C12:0 0.24+0.05 0.20+0.04 0.37+0.08 0.26+0.02 0.38+0.05
C14:0 0.50+0.06%°® 0.38+0.07% 0.69+0.11° 0.47+0.04%® 0.61+0.07°
C16:0 1.97+0.11 1.61+0.10 1.87+0.09 1.69+0.10 1.93+0.09
C17:0 0.0940.01 0.10+0.01 0.11+0.01 0.11+0.01 0.09+0.01
C18:0 3.0840.26 2.78+0.17 2.55+0.24 2.72+0.32 2.59+0.16
C20:0 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00
C22:0 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00
C24:0 0.01+0.00 0.01+0.00 0.02+0.01 0.01+0.00 0.01+0.00
TSFA 5.93+0.30 5.11+0.25 5.64+0.32 5.31+0.42 5.64+0.23
C16:1n-7 0.04+0.01%° 0.03+0.00° 0.03+0.00®° 0.02+0.00®° 0.05+0.01°
C18:1n-9 0.82+0.12%° 0.57+0.07® 0.60+0.06* 0.61+0.06®° 0.87+0.10°
C18:1n-7 0.48+0.03 0.43+0.02 0.49+0.03 0.44+0.03 0.41+0.03
C20:1n-9 0.03+0.00" 0.02+0.00° 0.02+0.00°° 0.02+0.00°° 0.03+0.00°
MUFA 1.37+0.11 1.06+0.07 1.14+0.06 1.09+0.08 1.37+0.12
C18:3n-3 0.17+0.03 0.11+0.02 0.14+0.02 0.13+0.01 0.19%0.05
C22:5n-3 0.07+0.01° 0.09+0.01° 0.08+0.01° 0.07+0.01° 0.14+0.02°
C22:6n-3 0.24+0.02° 0.30+0.05%° 0.26+0.04° 0.23+0.02° 0.45+0.09°
Total n-3 0.48+0.06° 0.50+0.06° 0.49+0.05° 0.43+0.02° 0.78+0.11°
C18:2n-6 7.01+0.29° 5.46+0.21° 6.54+0.31%° 5.97+0.42%° 5.38+0.55°
C20:2n-6 0.22+0.02° 0.16+0.01° 0.22+0.01° 0.18+0.02%° 0.20+0.01%"
C20:3n-6 0.07+0.01 0.06+0.00 0.07+0.00 0.07+0.01 0.08+0.01
C20:4n-6 1.23+0.08 1.19+0.08 1.21+0.10 1.07+0.07 1.25+0.07
C22:4n-6 0.08+0.00 0.07+0.01 0.08+0.01 0.07+0.01 0.08+0.01
Total n-6 8.60+0.35° 6.94+0.27° 8.12+0.35%° 7.36+0.52°° 6.99+0.56°
PUFA 9.08+0.40 7.44+0.31 8.61+0.38 7.80+0.53 7.77+0.56
TUFA 10.46+0.50 8.50+0.37 9.75+0.44 8.89+0.61 9.14+0.67
Total 16.39+0.80 13.61+0.60 15.39+0.70 14.19+1.01 14.78+0.83
Ratio of TSFA/PUFA  0.57+0.00 0.60+0.01 0.58+0.03 0.59+0.02 0.63+0.04

Ratio of n-6/n-3 18.93+1.53° 15.17+1.40%17.52+1.38° 17.33+1.27° 11.18+2.71°

Results are expressed as means + SEM in mg g™ of liver (n=8). Results in the same row not
sharing a common superscript are significantly different based on based on one-way
ANOVA and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; CH, chitosan (ChitoclearTM); MD, digestion-resistant
maltodextrin (Fibersol-2™); PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);

-142-



PHGG?2, partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis); TSFA, total saturated fatty acids;
MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total
unsaturated fatty acids.
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Figure 1: Body weight during the study
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Results represent means and SEM error bars (n=8). Values presenting and asterisk (*) are

statistically different from control cellulose (P<0.05).

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);

PHGG2, partially hydrolyzed guar gum

(2-h  hydrolysis);

maltodextrin (Fibersol-2™); CH, chitosan (Chitoclear™).

-144-

MD, digestion-resistant



Figure 2: Liver weight
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Results represent means and SEM error bars in g of liver (fresh weight) per 100 of animal
(n=8). Results not sharing a common superscript are significantly different based based on
one-way ANOVA and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; CH, chitosan (Chitoclear™); MD, digestion-resistant
maltodextrin (Fibersol-2™); PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);
PHGG2, partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis).
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Figure 3: Plasma lipids
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Results represent means and SEM error bars in mg dL of plasma (n=8). Results not
sharing a common superscript are significantly different based based on one-way ANOVA
and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; PHGG1, partially hydrolyzed guar gum (1-h hydrolysis);
PHGG2, partially hydrolyzed guar gum (2-h hydrolysis); MD, digestion-resistant
maltodextrin (Fibersol-2™); CH, chitosan (Chitoclear™).
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4.4. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD HIPOLIPIDEMICA DE QUITOSANOS DE
ALTA Y BAJA VISCOSIDAD EN COBAYAS: EFECTO SOBRE EL CONTENIDO LIPiDICO Y
EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN PLASMA E HIGADO.

Jonathan Santas, Jordi Cuiié, Magda Rafecas
En proceso de revision
Resumen

En el presente estudio se compard in vivo la capacidad fat-binding selectiva de dos
polimeros de quitosano con diferente viscosidad. Para ello, se utilizaron cobayas (n=8
animales por grupo) las cuales fueron alimentadas con dietas hipercolesterolémicas (17
g/100 g de grasa, 0,2 g/100 g de colesterol) que contenian 12 g/100 g de celulosa,
quitosano de baja viscosidad (LV) o alta viscosidad (HV). Se controlé el peso de los
animales y el consumo de pienso, y se analizé el contenido de lipidos y el perfil de acidos
grasos (AG) en heces, plasma e higado. HV disminuyd en mayor medida que LV el
consumo de pienso, el peso del animal y la absorcidon aparente de acidos grasos. Sin
embargo, los dos polimeros mostraron una capacidad anti-hipercolesterolémica y fat-
binding selectiva similar. Entre los dacidos grasos saturados (AGS), los quitosanos
presentaron una mayor afinidad de incrementar la excrecion de acido ladrico (C12:0) y
miristico (C14:0) en comparacion a AGS con mayores longitudes de cadena. La excrecion
de acidos grasos insaturados (AGI) también fue incrementada en gran medida por los
quitosanos. El ratio AGS/AGI en heces fue 9 veces inferior en los grupos alimentados con
quitosano que en el grupo control, mientras que la relacion de &acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) n-6/n-3 fue aproximadamente dos veces superior. Pese a esto, el
ratio AGS/AGI en el plasma y los higados de los animales alimentados con quitosano no se
vio alterado. Por el contrario, los dos polimeros redujeron el ratio n-6/n-3 del plasma,
aunque en el higado solo fue alterado por HV. En conclusidn, el quitosano puede alterar Ia
composicion de AG del plasma y el higado, pero solamente parece repercutir de manera

relevante sobre la relacién de AGPI n-6 y n-3.
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Comparison of the hypolipidemic activity of high and low viscosity
chitosans in guinea pigs: Effect on plasma and liver lipid content and fatty
acid profile.
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Abbreviations

BA Bile acid(s)

CA Cholic acid

CDCA Chenodeoxycholic acid

CE Cellulose

FA Fatty acid(s)

FAME Fatty acid methyl ester(s)
HDL High density lipoprotein

HV High viscosity chitosan

LCA Lithocholic acid

LDL Low density lipoprotein

LV Low viscosity chitosan
MUFA Monounsaturated fatty acid(s)
NS Neutral sterol(s)

PLP Phospholipids

PUFA Polyunsaturated fatty acid(s)
SEM Standard error of the mean
SFA Saturated fatty acid (s)

TAG Triglycerides

TSFA Total saturated fatty acids
TUFA Total unsaturated fatty acids
UDCA Ursodeoxycholic acid

UFA Unsaturated fatty acid(s)
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Abstract

In this study the selective fat-binding capacity of two chitosan polymers with different
viscosity was compared in vivo. Guinea pigs (n=8 animals per group) were fed with high-
fat hypercholesterolemic diets (17 g/100 g of fat, 0.2 g/100 g of cholesterol) containing 12
g/100 g of cellulose, low (LV) or high viscosity chitosan (HV). Subsequently, body weight
and food consumption was monitored and the lipid content and fatty acid (FA) profile of
faeces, plasma and liver were determined. HV caused a higher reduction than LV in food
consumption, body weight gain and apparent absorption of FA. However, both polymers
showed similar anti-hypercholesterolemic and selective fat-binding capacity. Among
saturated fatty acids (SFA), chitosan had higher affinity to increase the excretion of lauric
(C12:0) and myristic acids (C14:0) compared to SFA with longer chains. The excretion of
unsatutated fatty acids (UFA) was also greatly increased by chitosan. The ratio of SFA to
UFA in faeces was 9-fold lower in chitosan groups than in control, whereas that of n-6/n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFA) was near 2-fold higher. However, the ratio of SFA to
UFA of those animals fed chitosan was altered neither in plasma nor in liver. In contrast,
the n-6/n-3 ratio in plasma was reduced by both polymers, but only by HV in liver. In
conclusion, chitosan can alter the FA composition of plasma and liver, but changes are

only relevant for the n-6 and n-3 PUFA balance.

Keywords: chitosan, fatty acids, cholesterol, bile acids, plasma, liver, cardiovascular

diseases.

Introduction

Chitosan is a biopolymer obtained by the deacetylation of chitin which is found in the cell
wall of certain fungi and is one of the major constituents of the exoskeleton of insects and
crustaceans (Chiang et al., 2000). The basic structure of chitosan is based on units of D-
glucosamine (deacetylated unit) and N-acetylated glucosamine (acetylated unit) randomly
linked by B-(1->4) glycosidic bonds (Aranaz et al., 2009). Owing to its unique structure, it
presents high biological functions (Aam et al.,, 2010; Xia et al., 2011). For instance,

chitosan has been shown to lower fat absorption (Deuchi et al., 1995a) and to exert
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hypocholesterolemic activity both in animal (Liu et al., 2008; Zhang et al., 2008) and
human studies (Choi et al., 2012; Liao et al., 2007).

Although the hypolipidemic mechanism of chitosan is still unclear, it has been mainly
related to properties such as degree of deacetylation and molecular weight (Aranaz et al.,
2009; Deuchi et al., 1995a; lIkeda et al., 1993). There is a general consensus supporting
that chitosan polymers having higher degree of deacetylation are more efficient increasing
fat excretion (Aranaz et al., 2009; Xia et al., 2011). It has been proposed that the free
amino groups of chitosan can be positively charged in the intestine (Ylitalo et al., 2002).
This would allow chitosan to bind fatty acids (FA) and other lipids by electrostatic forces
and thus reduce their absorption (Deuchi et al., 1995a). In our previous research (Santas
et al., 2012b), chitosan was shown to selectively increase FA excretion, thus altering the
ratio of saturated fatty acids (SFA) to unsaturated fatty acids (UFA) and that of n-6 to n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFA) in faeces. This effect, which can be also related to the
unique cationic characteristics of chitosan, might be relevant as it is known that dietary FA
have different repercussions on lipid metabolism and plasma cholesterol concentrations
(Erkkila et al., 2008; Fernandez & West, 2005). In fact, it is generally recommended to
lower the dietary intake of SFA and trans FA at the expense of an increased PUFA
consumption (World Health Organization (WHO), 2003). In addition, there is an important
concern on the dietary n-6 and n-3 PUFA balance (Deckelbaum & Calder, 2010). While
some authors and organizations have advised to increase the consumption of n-6 PUFA to
reduce coronary hearth risk (Calder & Deckelbaum, 2011; Harris et al., 2009), others have
proposed that high n-6 PUFA diets, typical of Western diets, may be associated with a
large number of diseases, including cardiovascular and inflammatory disorders (Chilton et
al., 2008; Simopoulos, 2002).

On the other hand, the role of molecular weight and viscosity of chitosan remains
controversial as contradictory results have been reported (Deuchi et al., 1995a; lkeda et
al., 1993; Sugano et al., 1988). Therefore, the main aim of the present article was to study
the hypolipidemic effect of two chitosan polymers differing in molecular weight and

viscosity in animals fed hypercholesterolemic diets. In particular, the present study was
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designed to compare the selective fat-binding capacity of both polymers and to determine
whether it may affect the lipid content and FA profile of plasma and liver. We used the
guinea pig as it is a more reliable model of human lipid metabolism than other more
commonly used experimental animals, such as rats or hamsters (Fernandez & Volek,

2006).

2. Material and Methods

2.1. Materials

Ninety-nine percent or higher fatty acid methyl ester (FAME) standards, heneicosanoate
acid (C21:0), oleic acid (C18:1n-9) and linolenic acid (C18:3n-3) were purchased from
Larodan Fine Chemical AB (Malmo, Sweden). The rest of the FAME standards, bile acids,
Sylon BTZ (3:2:3, BSA+TMCS+TMSI), Triton® X-100, anhydrous pyridine, cumene
hydroperoxide (80%, CHP), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) disodium salt and 2,6-
di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Sterol standards were supplied by Steraloids (Newport, Rhode Island, USA).
Dipheny-1-pyrenylphosphine was purchased from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor,
Michigan, USA).

Choroform, cyclohexane, methanol and diethyl ether were purchased from Scharlau
Chemie S.A. (Sentmenat, Spain), while 1-butanol, anhydrous sodium sulphate and sodium
chloride were bought from Panreac (Barcelona, Spain). N-hexane and boron trifluoride
(20% in anhydrous methanol) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Sodium
methylate 0.5 N was prepared by dissolving 17 g of sodium in 1 L of dry methanol. All
solvents and reagents were analytical grade or higher and double deionised water was

used throughout the study.

2.2. Diets
During the acclimation period animals were feed with 2040 Teklad Global Diet for Guinea
Pig, Harlan Laboratories Inc (Madison, WI, USA). For the experimental period three diets

designed to meet all the nutritional requirements of the guinea pigs were prepared by
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Harlan Mucerola srl (Settimo Milanese, Italy). Detailed composition of experimental diets
can be found in Table 1. The final composition of the diets was similar, except for the fiber
source. The fibre used in the control group was cellulose (Harlan Laboratories Inc,
Madison, WI, USA). The fibre sources of the experimental diets were low viscosity
chitosan (Chitopharm® S, LV) and high viscosity chitosan (Chitopharm® L, HV)
commercially available from Cognis Iberia (Barcelona, Spain). The deacetylation degree as
determined by first derivative spectroscopy (Wu & Zivanovic, 2008) using a Shimadzu UV-
3600 spectrophotometer (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany) was 70% for both

polymers.

2.3. Animals

Dunkin Hartley female guinea pigs were supplied by Harlan Interfauna Ibérica (Barcelona,
Spain). Animals weighing 300-400 g were randomly assigned to the treatment groups (8
animals per group) after 1 week of acclimation. Guinea pigs were individually kept in
stainless steel cage, which were wire-bottomed to avoid coprophagia. Animals were
housed in a room with a controlled light cycle (light from 08:00 to 20:00 h) at 22 + 1°C for
4 weeks of treatment. Food and water were consumed ad libitum. Periodically, the
animals were weighed and food consumption was monitored. Faeces corresponding to
periods of 48h were collected once a week, manually cleaned of sawdust contamination,
weighed, homogenized, freeze-dried and stored at -20°C. At the beginning of the
experimental period (time 0) animals were anesthetized with isoflurane and blood
samples were obtained from the saphenous vein. After 28 days (four weeks) fasted guinea
pigs were killed by heart puncture after isoflurane anesthesia. Blood samples were
collected in heparinized tubes and plasma was separated after centrifugation at 1500g
during 15 min at 4°C and stored at -80°C. Livers were extracted after the sacrifice,
weighed, homogenized and stored at -80°C. All procedures were approved by the Animal

Care and Use Committee of the University of Barcelona.
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2.4. Viscosity, molecular weight and rheological determinations of chitosan samples.

The relative viscosity (nr) of chitosan solutions was determined by measuring the efflux
time of chitosan solutions at 25°C using an Ostwald glass viscometer (Vidrafoc SA,
Barcelona, Spain). An initial homogeneous polymer solution was prepared by weighting
200 mg of chitosan that was cautiously sprinkled into 200 mL of 0.25 M CH3COOH/0.25 M
CH3COONa at 30°C with vigorous magnetic stirring (1000 rpm). After 30 min of incubation,
the preparation was sonicated for 10 minutes and finally allowed to stand at room
temperature for 4 h. Five different concentrations of chitosan were obtained by serial 2-
fold dilutions. The n. was used to calculate specific (nsp) and reduced viscosities (nreq) of
the solution. The intrinsic viscosity [n] was calculated from a Huggin's plot of the reduced
viscosity versus concentration (Huggins, 1942). Viscosity average molecular weight (M,)
was estimated from the intrinsic viscosity by using Mark-Houwink-Sakurada’s equation:
[n] = kKm,*

The values used for K and a constants were 1.40-10* and 0.83 respectively, corresponding
to previously reported values for chitosan assayed under the same experimental
conditions (Knaul et al., 1998a).

Rheological measurements were carried out by preparing 1% chitosan solutions in 0.1M
CH3COOH as described above and using a First RM rheometer (Lamy Rheometers,
Champagne au Mont d’Or, France). The viscoelastic properties of chitosan solutions were

determined at 25°C at share rates ranging from 5 to 250 s

2.5. Determination of lipids in faeces and diets.
Fatty acids (FA) and neutral sterols (NS) of faeces and diets, and bile acids (BA) of faeces

were determined by gas chromatography as previously described (Santas et al., 2012b).

2.6. Plasma determinations
Plasma FA were determined as follows: six hundred microlitres of plasma corresponding
to the end of the experimental period were added to a tube containing 50 pg of internal

standard (C21:0). The extraction was performed with 20 mL of chloroform:methanol (2:1,
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v/v) for 45 min with continuous magnetic stirring. The extract was filtered through a
Whatman No. 1 and the residue re-extracted twice with 10 mL of the same solvent for 1
min. Then, 10 mL of NaCl 1% (w/v) was added, tubes shaken and centrifuged at 540g for
20 min. Chloroform phase was filtered through anhydrous sodium sulphate (Whatman No.
1 filter paper) which was subsequently washed with 5 mL of chloroform: methanol (2:1,
v/v) and twice with 5 mL of chloroform. Solvent was evaporated in a vacuum rotatory
evaporator at 30°C and allowed to dry at vacuum desiccator for 2 h. Lipids were re-
extracted from flasks five times with diethyl ether which was finally removed from tubes
with slight nitrogen stream at 30°C. Tubes were allowed to dry overnight in a vacuum
desiccator. FAME were obtained as follows: 1 mL of sodium methylate 0.5 N was added to
the tubes which were incubated in a boiling bath for 20 minutes. After cooling in a water
bath, 1 mL of boron trifluoride (20% in anhydrous methanol) was added and incubated
again in the same condition for 15 minutes. Tubes were cooled to ambient temperature
and 2 mL of n-hexane was added. The tubes were shaken and 1 mL of NaCl saturated
solution added and then shaken again. The clear n-hexane top layer was transferred to
another tube and dried during 2 hours with sodium sulfate anhydrous. One mL of the
extract was transferred to another tube, solvent evaporated to dryness under nitrogen
flux at 30°C and finally re-suspended in 250 pL of n-hexane. Contents were transferred to
injection vials and stored at -20°C until injection.

Plasma glucose was determined by glucose oxidase assay with an Ascensia Breeze® 2
glucometer from Bayer Healthcare (Sant Joan Despi, Spain). Plasma triglycerides (TAG)
were determined by the glycerol phosphate oxidase assay kit from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) and phospholipids (PLP) by using the EnzyChrom™ Phospholipid Assay Kit
from Bioassay Systems (Hayward, CA, USA). LDL- and HDL-cholesterol were measured by
commercially available kits from Quimica Clinica Aplicada S.A. (Amposta, Spain).

Plasma hydroperoxides were determined by using a diphenyl-1-pyrenylphosphine
fluorescent probe (DPPP) as previously described (Santas et al., 2013), which allows the

determination of total (lipid and protein) true hydroperoxides in plasma samples.
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2.7. Determination of liver lipids

Liver FA were determined as follows: liver homogenates (1.5 g) were weighted in tubes
containing 1.5 mg of C21:0 as internal standard. The extraction was performed with 20 mL
of chloroform:methanol (2:1) using a Polytron PT3000 homogenizer (Kinematica, Lucerne,
Switzerland) at 19,000-20,000 rpm for 20 s. The extract was filtered through a Whatman
No. 1 and the residue extracted twice with 10 mL of the same solvent. The extract was
purified as earlier described for plasma extracts. FAME were obtained as described for
plasma but using 2.5 mL of sodium methylate 0.5 N, 3 mL of boron trifluoride (20% in
anhydrous methanol), 3 mL of n-hexane and 4 mL of sodium chloride saturated solution.
The n-hexane upper layer containing the FAME was allowed to dry for 2 hours in tubes
containing sodium sulfate anhydrous and transferred to injection vials and stored at -20°C
until injection.

TAG, PLP and cholesterol were determined after lipid extraction as described above. One
millilitre of 1% Triton® X-100 in methanol was added to an appropriate aliquot of the final
purified extract and the solvent evaporated to dryness under nitrogen flux at 30°C. Finally,
deionised water was added and tubes were warmed for 15 min at 37°C for complete
dissolution. TAG were analyzed by using an enzymatic kit from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA), PLP by the EnzyChrom™ Phospholipid Assay Kit from Bioassay Systems
(Hayward, CA, USA), and esterified and free cholesterol by using a kit from Biovision Inc.

(Milpitas, CA, USA).

2.6. GC conditions

The FAME were analyzed using an Agilent 4890D gas chromatograph (Santa Clara, CA,
USA), equipped with a flame ionization detector (FID). They were separated in a fused-
silica capillary column (60 m x 0.25 mm i.d., 0.2 um) from Supelco (Bellefonte, PA, USA).
The split-splitless injector was used in split mode with a split ratio of 1:30 and the injection
volume was 1 plL. The injector and detector temperatures were kept at 270°C and 300°C,
respectively. Oven temperature was programmed as follows: an initial temperature of

140°C for 3 min, followed by an increase of 6°C/min to 160°C, an increase of 2°C/min to
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230°C and then an increase of 6°C/min to 250°C and finally left to stand for 15 min at
250°C. Helium was used as a carrier gas and nitrogen was used as the makeup gas to
increase the detector’s sensibility.

NS and BA were analyzed using a Perkin Elmer Autosystem gas chromatograph (Waltham,
MA, USA) equipped with a FID. The separation of NS and BA was done with a 5%
polysilarylene — 95% polydimethylsiloxane capillary column (60 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um)
from Phenomenex (Torrance, CA, USA). One microliter of sample and a split ratio of 1:12.5
were used for the injection. The injector and detector temperatures were kept at 290 and
350°C respectively. The oven temperature was programmed with an initial temperature of
245°C for 30s, followed by an increase of 5°C/min until 290°C and finally left to stand at
this temperature for 30 min.

Chromatographic peaks were identified by comparing the retention times with those of
known standards and by co-chromatography. The quantification of FAME, NS and BA was
performed by the internal standard addition method and using calibration curves with

R%>0.99.

2.7. Statistical analysis

Data were analyzed by SPSS v.17 for Windows (SPSS Inc. Chigago, IL, USA). The data were
initially checked for normality using the Kolmogorov-Smirnov test. Any significant
differences among the three dietary treatments were determined by one-way ANOVA.
Data were analyzed by Duncan’s multirange test to determine the exact nature of the
differences among groups. In order to compare the initial and final results in each
treatment, the equality of variances was assessed by Leven’s test and the differences
determined by the Student’s t-test. Differences were considered significant when P<0.05.

Results are expressed as means + SEM.

3. Results

3.1. Viscosity measurements and molecular weight of chitosan samples
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The intrinsic viscosity [n] of chitosan polymers was confirmed to be significantly different,
being 5.9 and 11.7 dL g™ for LV and HV, respectively. The viscosity average molecular
weight (M,) estimated from [n] was 37.3-10" for LV and 85.2 -10” for HV.

The shear rate dependence of viscosity of 1% chitosan solutions in 0.1M CH3COOH is

shown in Figure 1. The flow curve of LV corresponded to that of a Newtonian fluid with a
constant average viscosity of 78 mPa-s. In contrast, the viscosity of HV was dependent on
the shear rate and ranged from 1080 to 293 mPa-s for shear rates from 5 to 250-s™,
respectively. Hence, HV solution showed pseudoplastic (shear-thinning) behaviour. The
viscosity of both chitosan solutions was not time-dependent and showed neither

thyxotropic nor rheopectic behaviour.

3.2. Body weight gain and food consumption

The body weight of guinea pigs through the study is shown in Figure 2. The body weight of
those animals fed with CH increased slower than in CE fed animals. The difference on body
weigh gain was more pronounced when animals were fed with HV rather than when they
were fed with LV (Table 2). While HV animals presented a lower body weight than CE
animals during all the study, the body weight of LV fed animals only differed from the CE
group during the first half of the study.

The average food consumption was similar in animals fed with CE or LV, but lower in those
fed with HV. However, regardless of food consumption, food efficiency in chitosan diets
had the same trend as body weight gain. The lowest food efficiency was observed in
animals fed with HV (4.6 + 2.0 g BW gain 100 g™ of food consumed). Food efficiency was
also lower in animals from LV group than in CE group, with values of 14.4 + 1.9 and 21.5 +

1.0 g BW gain 100 g"* of food consumed, respectively.
3.3. Fatty acid excretion

The total dry weight of faeces excreted at the end of the experimental period was

significantly increased by chitosan consumption (Table 2). The highest dry weight
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excretion was observed in animals fed with HV. The dry weight excreted by those animals
fed with LV was lower than in HV group, but approximately 4-fold higher than in CE group.
FA composition of faeces is shown in Table 3. Total FA concentration in faeces was
increased by chitosan consumption, being highest in HV animals. Taking into account the
faecal dry weigh excreted, the daily total FA excretion at the end of the study was
significantly different between the three groups with values of 0.46 £ 0.06, 2.26 + 0.19 and
3.12 + 0.33 g of FA animal™ day'1 for CE, LV and HV, respectively. This implies that the
apparent absorption of total FA was lower in those animals fed with chitosan compared to
CE group, with values of 89.51 + 1.49, 52.79 + 4.24, 29.76 + 4.78 % for CE, LV and HV
respectively. Similar differences were observed already after one week of study.

The effect of chitosan on FA excretion was notably selective depending on the FA. Among
SFA, the highest increment caused by chitosan consumption was observed in lauric
(C12:0) and myristic acids (C14:0). The concentration of C12:0 in dry faeces was
approximately 4- and 5-fold higher in LV and HV respectively compared to CE, whereas
that of C14:0 was approximately 2-fold higher for both chitosan polymers (Table 3). But
moreover, when the daily faecal excretion (in dry weight) is considered, the daily
excretion of C12:0 was 14- and 22-fold higher in LV and HV respectively, than in CE fed
animals, whereas that of C14:0 was approximately 7- and 10-fold higher in LV and HV
groups, respectively. However, the affinity of chitosan to bind SFA with longer chain
lengths and thus, increase their excretion was lower. In fact, the concentration of SFA such
as palmitic (C16:0) and stearic acid (C18:0) in faeces was lower in animals fed with HV and
LV compared to CE group (Table 3), although the total (daily) excretion of these FA
resulted higher in animals fed with HV and LV than with CE due to their higher production
of faeces. Hence, the excretion of C16:0 and C18:0 was 3-fold and 2-fold higher,
respectively, in animals fed either LV or HV compared to CE. Thus, the overall excretion of
TSFA was approximately 3-fold and 4-fold higher in LV and HV respectively than in CE fed
animals.

Both chitosan polymers showed great efficiency in increasing the excretion of

monounsaturated fatty acids (MUFA) as well as n-6 and n-3 PUFA. As a result, the total
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concentration of UFA was 5-fold higher in faeces of animals fed with chitosan.
Consequently, the total unsaturated fatty acid (TUFA) excretion was 20- and 30-fold
higher in LV and HV groups respectively than in CE. Both chitosan polymers increased the
excretion of linolenic acid (C18:2n-6) and a-linolenic acid (C18:3n-3), although HV was
more efficient than LV. However, in both cases the increment for C18:2n-6 was higher
than for C18:2n-3 resulting in a ratio of n-6/n-3 in faeces of both chitosan groups 2-fold
higher than in CE. When the excretion of SFA was compared to that of TUFA, LV and HV

were found to decrease the ratio of TSFA/TUFA compared to CE.

3.4. Sterol excretion

NS and BA excretion at the end of the procedure is shown in Table 4. Although the
concentration of total NS in dry faeces was lower in the chitosan fed animals than in CE
fed animals, total daily NS excretion in the chitosan groups (HV and LV) was approximately
2-fold higher than those fed with CE (P<0.01), in agreement with the higher daily excretion
of faeces in the chitosan groups (Table 2).

Results reveal that the NS composition of faeces was significantly altered by chitosan
consumption. Coprostanol was the most abundant NS in faeces of CE group, whereas
cholesterol was the most abundant NS in faeces of chitosan group. Cholesterol in chitosan
groups was approximately 2-fold higher than in CE group. In contrast, the concentration of
secondary metabolites of cholesterol (coprostanol, cholestanol and cholestanone) in
faeces was lower after chitosan consumption. As a result the ratio of secondary
metabolites of cholesterol to cholesterol in HV and LV faeces was significantly lower than
in CE faeces. The concentration of B-sitosterol was similar in all the groups whereas that of
sitostanol was also lower in both chitosan groups (compared with the CE control),
However, due to the high total dry weight excreted daily by animals fed with chitosan, the
total daily excretion of B-sitosterol resulted higher than in CE group. Between the chitosan
polymers tested, no significative difference was observed on total NS excretion, although

NS were more concentrated in LV faeces than in HV faeces.

-160-



Similar results were found for BA excretion. The highest BA excretion was observed in
animals fed with LV, followed by HV animals and CE animals. Chitosan increased the total
excretion of BA, although the increment in the excretion of chenodeoxycholic acid (CDCA)
was higher than its respective metabolite litocholic acid (LCA). This implies that the ratio

LCA/CDCA was significantly lower in animals fed HV and LV than CE.

3.5. Plasma determinations

Treatment with hypercholesterolemic diets for 4 weeks was found to greatly increase
fasting glucose, PLP and cholesterol levels, and decrease the HDL/LDL ratio in the control
group (Table 5). A slight non-significant increment in the concentration of fasting plasma
TAG was also observed. The consumption of either LV or HV was found to prevent the
adverse effect of the diet hypercholesterolemic diets as, at the end of the experimental
period, the levels of fasting glucose, PLP, LDL-cholesterol and HDL/LDL ratio remained
similar to those at the beginning of the experiment.

The total FA concentration at the end of the procedure was near 4-fold lower in those
animals fed with chitosan than in the CE group. The most abundant FA in all groups were
C18:2n-6 (40-26 %), C18:1n-9 (24-14 %), C16:0 (24-18 %) and C18:0 (11-9 %). In general,
chitosan reduced, independently of the viscosity, the concentration of all FA in plasma.
The TSFA/TUFA ratio was not significantly altered by chitosan consumption. In contrast,
the ratio of n-6/n-3 was approximately 2-fold lower in those animals fed with chitosan,
mainly due to the higher reduction in the concentration of C18:2n-6.

Total plasma HP determined by means of a diphenyl-1-pyrenylphosphine fluorescent
probe (DPPP) is shown in Figure 3. HV tended to increase plasma oxidation, although

results were not statistically different (P=0.056).

3.6. Liver determinations
As shown in Table 2 the liver weight of animals fed with chitosan was 33% lower than
those fed with CE; however, no differences were observed between the two chitosan

types. The concentrations of free and esterified cholesterol, but not triglycerides, were
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reduced by both chitosan types (Table 6). PLP concentration tended to be slightly lower in
those animals fed with chitosan, but differences between the three groups were not
significant.

No significant differences were found in total FA concentration in liver (Table 6). However,
since the liver weight of animals in chitosan groups was lower, the total amount of FA
accumulated in the liver of those animals fed with LV and HV was also consequently lower,
with values of 0.81 + 0.07, 1.06 + 0.10 and 1.52 + 0.11 mg of FA 100 per gram of weight of
animal for HV, LV and CE, respectively (P<0.01). As observed in plasma, the most abundant
FA in all groups were C18:2n-6 (29-39 %), C18:1n-9 (13-14 %), C16:0 (16-18 %) and C18:0
(14-18 %). The FA profile in liver was significantly altered in HV group, but not by LV.
Changes in the FA profile were only relevant for the n-6/n-3 ratio which decreased after
consumption of HV. These changes were mainly due to the lower n-6 PUFA concentration,

especially C18:2n-6, in animals fed HV compared to the other groups.

Discussion

Chitosan is a dietary fibre of considerable interest due to its beneficial biological activities
and its potential medicinal applications (Aam et al., 2010). In the present study, food
efficiency was reduced by both chitosan polymers, which is in good agreement with
previous reports (Liu et al., 2008; Sugano et al., 1988). The high increment on fat excretion
caused by chitosan, which implies lower lipid absorption, might be ascribed as the main
mechanism responsible for this lower food efficiency. Moreover, an increment of lipid
excretion and, mainly NS and BA excretion, can be related to the anti-
hypercholesterolemic effect of chitosan, which prevented the high increment of plasma
cholesterol caused by the diet. Lipid accumulation in the liver was also prevented as
denoted by the lower liver weight and cholesterol concentration of animals fed with
chitosan. These results are consistent with other studies (lkeda et al., 1993; Zhang et al.,
2008) and confirm those of Chiang et al. (2000) who reported that chitosan has a great
effect on cholesteryl ester content when administered with hypercholesterolemic diets.

Chitosan is also known for its antimicrobial properties (Aranaz et al., 2009), which may
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lower the microbial activity in the intestine. As a result, the intestinal bioconversion of
cholesterol and primary bile acids to their respective secondary metabolites was reduced
as denoted by the lower ratios of secondary metabolites of cholesterol/ cholesterol and
LCA/CDCA. These observations are in good agreement with previous reports (Fukada et
al., 1991; Santas et al., 2012b) and shown that this effect is present regardless of the
viscosity of the CH polymer.

The degree of deacetylation and the molecular weight of chitosan are known to be two
important physichochemical properties that can affect its biological effects (Aranaz et al.,
2009; Xia et al., 2011). There is a general consensus supporting that chitosan with higher
deacetylation degrees are more efficient in reducing fat absorption (Deuchi et al., 1995a;
Liu et al., 2008). This is likely due to the unique cationic characteristics of chitosan
conferred by its free amino groups, which could lead to a higher lipid excretion by an
adsorption mechanism. Likewise, it may also cause a selective excretion of FA which
seems to be related with the polarity of the FA as has been previously discussed in detail
in our previous study (Santas et al., 2012b). This would explain the high excretion of UFA
as well as the lower affinity of chitosan to increase the excretion of SFA with long chains.
In the present study the deacetylation degree of chitosan polymers was 70% which was
considerably lower than that used in our previous study (94%) (Santas et al., 2012b).
Consequently, these results show that the selective fat-binding capacity of chitosan is
already present in chitosan polymers with a deacetylation degree of at least 70%. This
selective effect of chitosan highlights the importance of studying the fat-binding capacity
of CH using diets with different fat compositions. For instance, in a previous study Deuchi
et al. (1995a) reported that chitosan was more efficient reducing the apparent fat
digestibility of corn oil compared to lard fat. The authors attributed this effect to the lower
solubility and higher viscosity of lard fat. However, based on our observations, it is
reasonable to consider that differences may be also attributed to the selective effect of
chitosan on FA excretion. In fact, it is well known that long chain SFA such as C16:0 and
C18:0, which are less susceptible to the effect of chitosan, are more abundant in lard fat

(U.S. Department of Agriculture (USDA), 2011).
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In the present study, we determined whether the selective effect of chitosan polymers
with different viscosity could significantly alter the FA profile of plasma and liver. Contrary
to what could be expected from changes in the FA profile of faeces, significant changes in
the TSFA to TUFA were observed neither in plasma nor in liver. It is known that although
diet can alter the FA composition of tissues, the relative concentration of the major FA
classes (SFA and UFA) is strongly regulated over a large variation of dietary fat
composition under normal circumstances (Abbott et al., 2012). This regulation is especially
relevant in cell membranes as the composition of membrane bilayers is genetically
regulated to maintain its optimal fluidity and metabolic function (Berdanier, 2007).
Therefore, potential changes in relative concentration of TSFA and TUFA caused by the
selective effect of chitosan on FA absorption may be endogenously compensated to
maintain the appropriate proportion of FA. In contrast, it has been reported that the
relative concentrations of essential FA, 18:2n-6 and 18:3n-3, as well as their respective
long chain PUFA are more responsive to changes in diet (Abbott et al.,, 2012; Berdanier,
2007). This is in good agreement with our findings as changes in the balance of n-3 and n-
6 PUFA in plasma were inversely correlated with changes in the ratio of n-6/n-3 in faeces
of animals fed with chitosan. Therefore, the present findings reveal that chitosan may play
an important role on PUFA balance. However, further studies are necessary to confirm its
physiological relevance on the prevention of disorders associated with the consumption of
diets with high n-6/n-3 ratio. Moreover, these results must be cautiously extended to
diets with different FA composition as it remains questionable whether long-term
consumption of chitosan would lead to essential FA deficiency, especially when
administered with diets containing low amounts of these FA.

On the other hand, whether the hypolipidemic capacity of chitosan is affected by its
molecular weight and viscosity is still controversial. For instance, several studies have
reported that the hypocholesterolemic properties of chitoan are not influenced by
viscosity (lkeda et al., 1993; Sugano et al., 1988). The present study allowed us to compare
the hypolipidemic activity of two chitosan polymers differing in molecular weight and

viscosity. The anti-hypercholesterolemic effect of chitosan was independent of viscosity as
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both polymers were able to avoid the increase of plasma and liver cholesterol to a similar
extent. These results confirm that the hypocholesterolemic effect of chitosan is mainly
attributed to an adsorption mechanism as previously suggested by others (Deuchi et al.,
1995a). This hypothesis seems to be reinforced by the fact that the selective effect of CH
on FA absorption was maintained regardless of the viscosity of the polymer. However,
some differences were observed depending on the viscosity of chitosan. For instance, HV
reduced food consumption that was partly responsible for the lower body weight gain of
animals fed with HV. Other authors have reported similar observations (Deuchi et al.,
1995a; Gallaher et al., 2000), which can be attributed to a satiation effect, mainly due to a
delayed gastric emptying as proposed for other viscous fibers (Howarth et al., 2001;
Slavin, 2005). In addition, higher viscosity resulted in a lower FA absorption and thus in a
lower food efficiency which correlates well with other studies (Chiang et al., 2000; Deuchi
et al., 1995a). The effect of HV on FA absoprtion may also explain its higher influence on
liver FA profile compared to LV as the n-6/n-3 ratio was altered by HV but not by LV.

Finally, although results are not enough conclusive, the plasma oxidation levels suggest a
possible undesirable effect of CH consumption. Chiang et al (2000) reported that CH can
increase the amount of lipid peroxides in vivo. In fact, the authors also reported that this
effect was more relevant in animals fed high viscosity chitosan and suggested that it could
be attributed to a lower absorption of liposoluble vitamins with antioxidant effect such as
vitamin E. This hypothesis is supported by previous studies which have reported that CH
can affect fat-soluble vitamin status, including that of vitamin E (Deuchi et al., 1995b; Yao
et al., 2010). Therefore, the higher effect on fat and nutrient absorption might be ascribed
as the main cause of the higher content of plasma hydroperoxides in animals fed with HV.
These results highlight the importance of evaluating not only the beneficial effects of
chitosan, but also its potential adverse effects, especially at high doses or continuous

intake.
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5. Conclusions

In conclusion, chitosan with higher viscosities can have a higher effect on food
consumption and food efficiency. However, the anti-hypocholesterolemic effect of
chitosan is not dependent on the viscosity of the polymer at the range tested. This fact
points to adsorption as the main hypolipidemic mechanism of chitosan which can also
imply a selective effect on FA absorption. This selective effect is not reflected in changes in
the relative concentration SFA and UFA, but can lead to a reduction of the ratio of n-6/n-3,
especially in plasma. Therefore, chitosan can be of relevant interest to balance this ratio,

although further studies are necessary to elucidate its clinical implication.
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Table 1: Nutrient composition of experimental diets

CE LV HV

g/100g  Energy (%) g/100g  Energy (%) g/100g  Energy (%)
Protein 18.8 18.3 18.8 18.3 18.8 18.4
Fat Mix" 17.1 37.5 17.2 37.5 16.8 36.8
Sugars2 45.6 44.2 455 44.2 45.9 44.8
Mineral Mix® 5.5 5.5 5.5
Vitamin mix 1.0 1.0 1.0
Cellulose 12
Chitopharm S 12
Chitopharm L 12
Fatty acids (mg g™)
C12:0 30.22 + 0.42 30.06 + 0.11 29.14 + 0.10
C14:0 9.66 + 0.09 9.60 = 0.02 9.37 + 0.05
C15:.0 tr tr tr
C16:0 16.78 + 0.27 16.48 + 0.04 16.26 + 0.16
C17:0 tr tr tr
C18:0 13.88 + 0.07 13.79 + 0.06 13.58 + 0.08
C20:0 0.48 £ 0.00 0.48 + 0.00 0.46 + 0.00
C22:0 0.29 £ 0.00 0.29 = 0.00 0.28 + 0.00
C24:0 0.15 £ 0.01 0.16 = 0.00 0.15 + 0.00
TSFA 71.46 + 0.79 70.85 + 0.14 69.26 + 0.38
C16:1n-7 0.69 + 0.02 0.67 = 0.00 0.66 + 0.00
C16:1n-9 tr tr tr
C18:1n-7 1.51 + 0.02 1.50 £ 0.01 1.47 £ 0.01
C18:1n-9 29.21 + 0.47 28.88 + 0.11 28.30 £ 0.25
C20:1n-9 0.29 £ 0.01 0.29 = 0.00 0.29 + 0.00
MUFA 31.70 + 0.52 31.34 £ 0.12 30.70 £ 0.26
C18:2n-6 47.41 £ 0.43 47.39 £ 0.12 46.45 + 0.33
C18:3n-3 0.82 £ 0.03 0.78 = 0.00 0.78 + 0.01
PUFA 48.23 + 0.46 48.17 £ 0.12 47.23 £ 0.34
TUFA 79.94 + 0.96 79.51 + 0.24 77.93 £ 0.60
Total FA 151.40 £+ 1.75 150.36 = 0.30 147.19 + 0.98
Ratio of TUFA/TSFA 1.12 + 0.00 1.12 £ 0.00 1.13 £ 0.00
Ratio of n-6/n-3 57.68 + 1.97 61.07 + 0.22 59.50 + 0.44
Neutral sterols (mg g™*)
Cholesterol 1.95 + 0.04 2.07 £ 0.02 1.93 £ 0.06
Campesterol 0.09 + 0.00 0.08 £ 0.01 0.09 = 0.00
B-sitosterol 0.22 £ 0.01 0.22 + 0.00 0.22 + 0.01
Sitostanol 0.06 £+ 0.00 0.06 = 0.00 0.06 + 0.00
Total NS 2.32 + 0.03 2.44 + 0.03 2.29 + 0.07
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! Fat mix contains olive oil/palm kernel oil/safflower oil (1:2:1.8, w/w/w)
2 Added as cornstarch/sucrose (1:1.43, w/w)

* Mineral and vitamin mix were adjusted to meet National Research Council requirements
for guinea pigs. Mineral mix composition (g/100g): calcium phosphate 39.3, potassium
acetate 29.6, calcium carbonate 9.1, magnesium oxide 9.1, potassium chloride 7.3, sodium
chloride 3.6, ferric citrate 1.1, manganese sulfate, monohydrate 0.5, zinc carbonate 0.201,
cupric sulfate 0.055, potassium iodate 0.002, chromium potassium sulfate, dodecahydrate
0.018, sodium selenite, pentahydrate 0.002, ammonium paramolybdate, tetrahydrate
0.002. Vitamin mix composition (g/100g): p-aminobenzoic acid 1.10, vitamin C (ascorbic
acid) 10.17, biotin 0.004, vitamin By, (0.1% in mannitol) 0.30, calcium pantothenate 0.66,
choline dihydrogen citrate 34.97, folic acid 0.02, inositol 1.10, vitamin K3, menadione 0.50,
pyridoxine HCl 0.99, niacin 0.22, riboflavin 0.22, thiamin HCI 0.22, vitamin A palmitate
(500,000 1U/g) 0.40, vitamin D3, cholecalciferol (500,000 IU/g) 0.04, vitamin E, DL-alpha
tocopheryl acetate (500 IU/g) 2.42, corn starch 46.67.

*Fatty acid and neutral sterol concentrations are expressed as means + SEM (n=4).

Abbreviations  CE, Cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L); TSFA, total saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty
acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total unsaturated fatty acids; FA, Fatty
acids; NS; neutral sterols; tr, traces.
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Table 2: Food consumption, weight gain and liver weight.

CE LV HV

Initial body weight (g) 4014 + 7.5 4068+ 53 401.0% 5.3

Final body weight (g) 557.7 + 11.3° 510.2 + 19.7° 4309 + 16.2°
Body weight (BW) gain (g) 1563 + 9.4° 1034+ 16.0° 306 + 15.0°
Food consumption (g animal™ day™) 269+ 08° 258+ 1.1° 216+ 1.2°
Food efficiency (g BW gain 100 g™ consumed) 215+ 10° 144+ 19° 46 + 20°
Final faecal dry weight (g faeces animal®*day™) 2.2+ 03° 81+ 06° 95+ 08°
Liver weight (g liver 100 g™ animal) 46 + 02° 3.1+ 01° 30+ 0.1°

Results are expressed as means + SEM (n= 8). Results in the same row not sharing a
common superscript are significantly different based on one-way ANOVA and Duncan's
Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L).
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Table 3: Fatty acid excretion

C12:0
C14:0
C15:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24:0
TSFA

C16:1n-7
C18:1n-7
C18:1n-9
C20:1n-9

MUFA

C18:2n-6
C18:3n-3

PUFA
TUFA

Total FA
Ratio of TSFA/TUFA
Ratio of n-6/n-3

CE LV HV
7.91 + 0.89° 3004+ 197° 4105+ 255°¢
995 + 059 1934 + 0.71° 2197 + 087°¢
0.38 + 0.04° 0.14 + 0.01° 0.17 + 0.02°
57.71 + 3.18° 4848 + 0.92° 46,67 + 1.05°
031+ 0.02° 0.19 + 0.00° 0.20 + 0.01°

108.40 + 7.80° 44.88 + 1.13° 4734 + 3.44°
2.82 + 0.13° 1.54 + 0.04° 1.38 + 0.02°
1.70 + 0.08° 1.05 + 0.10° 0.88 + 0.01°
1.16 + 0.07° 0.59 + 0.02° 0.58 + 0.02°

190.35 + 9.68° 14625 + 3.43% 160.23 + 6.54°
0.16 + 0.02° 1.11 + 0.07° 1.43 + 0.09°¢
1.11 + 0.17° 351+ 0.15° 3.98 + 0.16°
10.18 + 1.17® 5335+ 292° 6510+ 3.76°
039 + 0.04° 0.68 + 0.02° 0.69 + 0.00°
11.84 + 1.39° 5866 + 3.16° 7120+ 4.00¢
10.65 + 1.50° 71.83 + 4.70° 92.07 + 7.02°¢
0.26 + 0.02° 0.92 + 0.05° 1.27 + 0.07°¢
1091 + 1.52% 7275+ 4.75° 9334+ 7.08¢
22.75 + 291° 13140 + 7.79° 164.54 + 10.97 ¢

213.10 + 10.72° 277.66 + 10.68° 324.77 + 16.11°
9.02 + 1.01° 1.14 + 0.07° 0.99 + 0.05°
40.45 + 3.01* 77.95+ 1.10° 7208 + 2.87°

Results are expressed as means + SEM in pg of FA mg™ of dry faeces (n= 8). Results in the

same row not sharing a common superscript are significantly different based on one-way
ANOVA and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L); DW, dry weight, TSFA, total saturated fatty acids; MUFA,
monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total unsaturated

fatty acids; FA, Fatty acids.
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Table 4: Neutral sterol and bile acid excretion

CE Lv HV
ug mg™ mg day™ ug mg™ mg day™ pg mg* mg day™

Neutral sterols

Cholesterol 3.09+0.44° 652 + 1.04* 7.84+0.13° 63.32+4.59" 6.89+0.17°65.73+ 593"

1+

Coprostanol 9.25+0.54° 2037 + 3.20¥ 0.19+0.19° 1.28+1.28* 0.15+0.15° 1.75+ 1.75*
Cholestanol ~ 0.97+0.04° 2.18 + 035"  tr 2 tr “tr °tr x
Cholestanone 0.79+ 0.04° 1.76 + 0.26* 0.51+0.06° 3.97+0.36" 0.42+0.11% 4.03+ 0.94"
Campesterol nd nd nd nd nd nd
B-sitosterol 0.73+0.13 1.60 + 0.35* 0.94+0.04 7.55+0.59Y 0.77+0.05 7.26+ 0.54"
Sitostanol 0.30+0.06° 071 + 0.17¥Y nd @ nd 0.00" tr @ tr X
Total NS 15.13+ 0.43 ¢ 33.15 + 439" 9.48+0.29° 76.11+4.93Y 7.21+1.04°68.93+11.75"
Secd./Chol.Y  4.10 + 0.66 b 0.09 +0.03° 0.03 0.08+0.03°

Bile acids

CA tr tr tr tr tr tr

CDCA 0.14+0.01° 032 + 005" 1.46+0.14° 11.85+1.52Y 1.07+0.16"°10.53+ 2.08"
DCA 0.01+0.00° 0.03 + 0.01* 0.19+0.04° 1.46+0.30Y 0.12+0.02" 125+ 0.24"
LCA 1.64+0.14% 353 + 0.54* 234+029° 18.52+2.05° 1.13+0.23%10.54+ 2.25"
UDCA 0.32+0.04° 070 + 0.10* 0.17+0.02% 1.30+0.12Y 0.11+0.03® 0.99+ 0.29"
Total BA 2.12+0.15% 459 + 0.67° 4.15+0.32° 33.13+3.07° 2.13+0.38%23.31+ 3.59°
LCA/CDCA 11.80+ 1.46° 1.71+0.26° 1.27 +0.37°

Results are expressed in concentration (ug mg™ of dry faeces) or excretion (mg animal™
day™) as means + SEM (n=8). Concentrations (a, b, c) or excretions (x, y, z) in the same row
that do not share a common superscript are significantly different based on Duncan's
Multirange Test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L); NS, neutral sterols, BA, bile acids, CA, cholic acid; CDCA,
chenodeoxycholic acid; DCA, deoxycholic acid; LCA, lithocholic acid; UDCA,
ursodeoxycholic acid; Total BA, Total bile acids; nd, not detected; tr, traces.

Y Ratio of secondary metabolites of cholesterol to cholesterol.
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Table 5: Plasma determinations

CE LV HV
Glucose: Basal 138.29 + 6.12  151.50 + 14.59 149.57 + 12.46
Final 358.57 + 21.68° 149.00 + 19.87% 170.86 + 26.38°
TAG: Basal 44.80 + 4.00 47.00 + 2.60 4470 + 2.9
Final 52.10 + 10.70 35.80 + 5.20  49.10 + 11.10
PLP: Basal 41.62 + 3.42 35.24 + 292 4094 + 2.29
Final 265.12 + 1551°° 3956 + 3.98° 45.88 + 5.52°
LDL-c: Basal 14.80 + 3.21 17.16 + 4.15 18.82 + 1.52
Final 266.15 + 40.94°" 1447 + 3.21° 30.30 + 13.07°
HDL-c:  Basal 38.67 + 3.99 3442 + 190 4265+ 2.22
Final 5403 + 552° 31.88 + 0.77® 2621+ 253%
HDL/LDL: Basal 2.84 + 0.65 2.95 + 0.63 233+ 027
Final 024 + 004 295+ 059° 177+ 0.89°
Final FA concentration
C12:0 1098 + 2.57° 3.11 + 1.24® 353+ 0.88°
C14:0 34.68 + 3.56° 479 + 0.68° 598+ 0.89°
C15:0 1.98 + 0.20° 035 + 0.05° 0.45+ 0.06°
C16:0 93.36 + 9.71° 4798 + 17.66° 48.46 + 10.86°
C17:0 1.04 + 0.12° 0.38 + 0.07° 0.54 + 0.07°
C18:0 5724 + 567° 1557 + 2.89? 1854 + 248°
C20:0 0.76 + 0.15 0.45 + 0.20 0.36 + 0.13
C22:0 0.78 + 0.09° 0.29 + 0.07® 0.25+ 0.04°
C24:0 1.09 + 0.32° 0.17 + 0.04® 0.16 + 0.04°
TSFA 201.90 + 20.01°  73.09 + 2256 78.26 + 14.77°
C16:1n-7 212 + 0.24° 070 + 0.15° 085+ 0.20%
C16:1n-9 460 + 0.49° 249 + 0.41* 437 + 097°
C18:1n-7 593 + 057° 161 + 048 188+ 0.32°
C18:1n-9 76.41 + 8.20 47.00 + 14.99  47.80 + 8.99
C20:1n-9 0.96 + 0.12° 0.38 + 0.09° 0.40 * 0.06°
MUFA 90.02 + 9.51° 5218 + 15.81° 55.30 + 10.11°
C18:3n-3 6.30 + 0.92° 3.63 + 0.90° 446+ 0.71%
C20:5n-3 0.62 + 0.09 0.37 + 0.07 0.46 + 0.10
C22:5n-3 120 + 0.17° 032 + 0.05° 0.66 + 0.10°
C22:6n-3 291 + 0.46° 0.76 + 0.13® 1.47 + 0.28°
Total n-3 11.02 + 1.52° 507 + 1.12® 7.06 + 0.99°
C18:2n-6 213.08 + 20.46° 56.71 + 9.25% 47.99 + 4.35°
C18:3n-6 0.75 + 0.08° 0.42 + 0.04® 050+ 0.04°
C20:2n-6 227 + 022° 0.52 + 0.09° 0.52+ 0.06°
C20:3n-6 0.85 + 0.09° 0.22 + 0.03® 0.8+ 0.02°
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C20:4n-6 6.97 + 0.69° 1.83 + 0.16° 206 + 0.11°
C22:4n-6 0.80 + 0.10° 0.14 + 0.03° 0.18 + 0.02°
C22:5n-6 0.47 + 0.10° 0.09 + 0.02° 0.16 + 0.02°
Total n-6 225.20 + 21.51° 59.94 + 9.42° 51.69 + 4.40°
PUFA 236.22 + 22.66°" 65.01 + 10.43° 51.41 + 8.48°
TUFA 326.24 + 29.40° 117.19 + 25.99° 114.05 + 14.49°
Total FA 528.14 + 48.20° 190.28 + 48.46° 192.32 + 28.90°
Ratio of TSFA/TUFA 0.62 £+ 0.03 0.58 + 0.03 0.66 + 0.05

Ratio of n-6/n-3 21.70 + 1.88° 12.60 + 1.18° 799 + 1.16°

Results are expressed as means + SEM in mg dL™ of plasma (n=8). Results in the same row
not sharing a common superscript are significantly different based on one-way ANOVA
and Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05. Differences between initial and final
values based on the Student’s t-test are denoted as * for P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L); TAG, triglycerides; PLP; Phospholipids, LDL-c, low density
lipoprotein cholesterol; HDL-c, high density lipoprotein cholesterol, TSFA, total saturated
fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA,
total unsaturated fatty acids; FA, Fatty acid(s).
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Table 6: Liver determinations

Triglycerides
Phospholipids
Free cholesterol

Esterified cholesterol

FA concentration
C12:0
C14.0
C15:0
C16:0
C17:0
C18:0
C20:0
C22:0
C24.0
TSFA
C16:1n-7
C16:1n-9
C18:1n-7
C18:1n-9
C20:1n-9
MUFA
C18:3n-3
C20:5n-3
C22:5n-3
C22:6n-3
Total n-3
C18:2n-6
C18:3n-6
C20:2n-6
C20:3n-6
C20:4n-6
C22:4n-6
C22:5n-6
Total n-6
PUFA
TUFA
Total FA
Ratio of TSFA/TUFA
Ratio of n-6/n-3

CE LV HV
15.68 +2.74  20.24+3.83  13.46 + 3.48
11.20+1.99  9.43+160  8.66+1.78
251+0.15° 1.83+0.14° 1.61+0.07
2.68+0.37° 0.33+0.01° 0.26+0.02
036+0.06 0.59+0.09  0.42+0.07
1.01+0.13  1.34+0.15  0.94+0.12
0.08+0.01  0.08+0.01  0.07+0.01
534+042 6.13+0.72  4.92+0.42
0.09+0.00  0.11+0.01  0.11+0.01
531+0.19 4.79+0.19  4.81+0.24
0.03+0.00° 0.02+0.00° 0.02+0.00
0.03+0.00 0.02+0.00  0.03+0.00
0.03+0.00° 0.02+0.00°® 0.01+0.00
12.27+0.72 13.09+1.06 11.33 +0.80
0.25+0.03  0.60+0.08  0.53+0.07
0.08+0.01°% 0.13+0.02° 0.10+0.01
0.40+0.03° 0.41+0.05° 0.28+0.02
447 +051  498+0.76  3.77+0.33
0.05+0.01° 0.03+0.00° 0.03+0.00
525+0.58  6.15+0.90  4.72+0.40
0.67+0.09  069+021  0.83+0.20
0.04+0.01  0.08+0.02  0.08+0.02
0.15+0.01  0.14+0.03  0.12+0.03
0.46+0.04  061+0.11  0.77+0.17
1.32+0.14 1514022  1.79+0.32
12.83+1.06° 12.29+1.23° 7.95+0.84
0.04+0.00° 0.06+0.00° 0.05%0.01
0.22+0.03  0.21+0.01  0.18+0.02
0.09+001  0.11+0.01  0.11+0.01
093+0.04  1.07+0.05  1.06%0.07
0.09+0.01  0.09+0.01  0.09+0.01
0.05+0.01  0.06+0.00  0.06+0.01
1424 +1.12° 13.89+1.28° 9.49+0.92
15.56+1.21° 15.40+1.34° 11.28+1.21
20.81+1.78 21.55+221 16.00 + 1.47
33.08+2.49 34.65+3.26 27.32+2.23
0.61+0.04  062+0.04  0.69+0.05
11.21+0.92° 10.18+1.65° 5.82+0.77
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Results are expressed as means + SEM in mg g™ of liver (n=8). Results in the same row not
sharing a common superscript are significantly different based on one-way ANOVA and
Duncan's Multirange post-hoc test at P<0.05.

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L); TSFA, total saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty
acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; TUFA, total unsaturated fatty acids; FA, Fatty

acid(s).
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Figure 1: Rheological measurement of chitosan solutions.
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Values of shear stress (t) at various shear rates are expressed in mPa for low viscosity
chitosan (LV) (@) and high viscosity chitosan (HV) (0) in 0.1M CH3COOH. Values of viscosity
are expressed in mPa-s for low viscosity chitosan (LV) (o) and high viscosity chitosan (HV)
(0) in 0.1M CH3COOH.
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Figure 2: Body weight during the study
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Data points represent means with SEM bars (n=8). An asterisk (*) indicates for each guinea
pig age, body weight values that are significantly different from the CE control. (P<0.05).

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L).
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Figure 3: Plasma oxidation level
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Results represent means with SEM bars in pmols of cumene hydroperoxide eq. (CHP) L™ of
plasma (n=8). No significant differences were found between groups (P=0.056).

Abbreviations: CE, cellulose; LV, low viscosity chitosan (Chitopharm® S); HV, high viscosity
chitosan (Chitopharm® L).
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4.5. DETERMINACION DE HIDROPEROXIDOS TOTALES EN PLASMA MEDIANTE
EL USO DEL FLUOROFORO DIFENIL-1-PIRENILFOSFINA

Jonathan Santas, Francesc Guardiola, Magda Rafecas, Ricard Bou

Analytical Biochemistry, (1), 172-177 (2013)

El estrés oxidativo puede tener una importante repercusion sobre la incidencia de
numerosas patologias tales como el cdncer, las enfermedades cardiovasculares vy
neurodegenerativas, y numerosos procesos fisiolégicos como el envejecimiento. Los
hidroperdxidos plasmaticos son ampliamente reconocidos como un buen biomarcador del
estrés oxidativo. En el presente articulo se propone un método fluorimétrico para la
determinacién de todo tipo de hidroperdxidos plasmaticos mediante el uso del fluoréforo
difenil-1-pirenilfosfina (DPPP). Los limites de deteccion y de cuantificacion del método
fueron de 0,08 y 0,25 nmoles equivalentes de hidroperdxido de cumeno (CHP) en 40 uL de
plasma, respectivamente. El método tiene una buena precision (5,3% para 14,5 uM eq. de
CHP, n=8) y una recuperacion del 91% y 92% después de la adicion de 26 y 52 uM de
patron, respectivamente. La selectividad del método propuesto es superior al 96%.
Ademas, la optimizacion de las condiciones de reaccion y la adicion de 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y 2,6-di-tert-butyl-4-metilfenol (BHT) previene la
formacion artificial de hidroperéxidos durante el andlisis. En base a esto, el método
propuesto resulta util para la determinacién de hidroperdxidos totales en muestras de

plasma de manera simple y cuantitativa.
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Plasma hydroperoxides (HPs) are widely accepted to be good indicators of oxidative stress. By means of
the method proposed here, which uses diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) as a fluorescent probe, all
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quantitative determination of total plasma HPs.
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Oxidative stress plays an important role in the development of
many pathologies, including cancer [1,2] and cardiovascular [3,4]
and neurodegenerative diseases as well as other physiological pro-
cesses such as aging [5,6]. Among the different methods used for
the assessment of oxidative stress, the determination of lipid oxi-
dation products in plasma has been widely accepted as a good indi-
cator of oxidative imbalance [7]. However, there is growing
evidence that proteins are also a major target of reactive oxygen
species, and the resulting oxidative damage can lead to loss of their
biological function. Furthermore, some protein oxidation products
are good biomarkers to predict neurological disorders and age-
related diseases [6,8]. Therefore, due to the biological relevance
of oxidative damage regardless of its lipid or protein origin, the
overall measurement of oxidation products by means of accurate
and simple methods is of interest.

Routine analysis techniques to estimate oxidative stress in bio-
logical samples include iodometric assays [9], spectrophotometric
determination of conjugated dienes [7,10], determination of thio-
barbituric acid reactive substances values [11], and measurement
of carbonyl content [12]. However, these methods are usually crit-
icized for their lack of sensitivity and/or specificity. More sensitive
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methods, such as determination of hydroperoxides (HPs)? using
luminol chemiluminescence [13] or HP activation of cyclooxygenase
[14], have also been proposed. However, the application of these
methods is sometimes limited because they are often complex and
require sophisticated instrumentation [13]. Alternatively, plasma li-
pid and protein HPs can be determined by the formation of colored
metal complexes with thiocyanate or xylenol orange. These methods
are satisfactory in terms of sensitivity and simplicity [15,16], but the
procedures are subject to interference caused by chelators, ferric
iron, some redox compounds, or the presence of other chromoph-
ores. The ferrous oxidation-xylenol orange (FOX) method is com-
monly used for all kinds of biological sample, but plasma samples
contain many compounds that can react with the dye and thus inter-
fere with determination. Hence, it is common to use specific reduc-
ing agents for HPs to discriminate the background signal from
authentic HPs [16,17].

However, diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) is a nonfluo-
rescent molecule that specifically reacts with HPs to form DPPP
oxide, which then emits fluorescence at 380 nm (excitation wave-
length = 353 nm). In fact, the use of DPPP has been proven to allow

2 Abbreviations used: HP, hydroperoxide; FOX, ferrous oxidation-xylenol orange;
DPPP, diphenyl-1-pyrenylphosphine; HPLC, high-performance liquid chromatogra-
phy; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; BHT, 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol;
PBS, phosphate-buffered saline; GdnHCIl, guanidine hydrochloride; CHP, cumene
hydroperoxide; TPP, triphenylphosphine; URP, unoxidized rat plasma; ORP, oxidized
rat plasma; LDL, low-density lipoprotein; RSD, relative standard deviation.
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selective and very sensitive determination of lipid HPs in biological
samples using flow injection and high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) postcolumn methods [18,19]. In addition, it has
recently been reported that lipid and protein HPs can be deter-
mined by this fluorescent probe using simple batch methods [20].

The aim of this study was to set up and validate a modified ver-
sion of this method based on the DPPP fluorescent probe for sim-
ple, sensitive, and selective determination of total lipid and
protein HPs in plasma due to their clinical relevance as biomarkers
of oxidative stress.

Materials and methods
Materials

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) disodium salt solution,
2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), phosphate-buffered sal-
ine (PBS, 0.01 M, pH 7.4), guanidine hydrochloride (GdnHCl), 80%
cumene hydroperoxide (CHP), and triphenylphosphine (TPP) were
purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). DPPP was
purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Methanol
and n-butanol were of HPLC grade and purchased from Panreac
(Barcelona, Spain). Bidistilled water was obtained using a Milli-Q
Gradient System (Millipore, Billerica, MA, USA). Positive displace-
ment pipettes were used throughout the study.

Final procedure for determination of total plasma HPs

The entire procedure was conducted under subdued light condi-
tions, and 1.5-ml microtubes with a safe-lock were used to avoid
evaporation. First, 40 pl of plasma was mixed with 160 pl of a
solution that contained 0.125% EDTA and 6 M GdnHCl in PBS. Then,
100 pl of 4 mM BHT in methanol was immediately added. After
vortexing for 1 min, 100 pl of 400 M DPPP and 4 mM BHT in buta-
nol were added, and samples were vortexed again for 1 min. These
solutions were prepared extemporaneously. The final concentra-
tions of EDTA, BHT, and DPPP were 0.05%, 2 mM, and 100 pM,
respectively. The head-space of the microtubes was flushed with
nitrogen and immediately closed, and then samples were incubated
at 40 °C for 3 h under constant agitation. The reaction was stopped
by placing the samples in an ice bath for 20 min. Then, 1 ml of 6 M
GdnHCl in PBS was added and samples were vortexed for 1 min.
After that, 100 pl of the resulting solution was thoroughly mixed
for 2 min with 1 ml of butanol, and samples were then centrifuged
at 1500g for 10 min at 4 °C. Next, 100 pul of the supernatant was
immediately transferred to 96-microwell plates, and fluorescence
was determined in a FLUOstar Optima fluorimeter (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) at 30 °C using the 360 + 10-nm and 380 *
10-nm fluorescence filters for excitation and emission, respectively.
The signal was consecutively measured at intervals of 2 min for
10 min. Because the signal was observed to be stable, the average
of the measurements was used for calculations.

Sample collection

Blood samples were extracted by heart puncture from healthy
Sprague-Dawley rats (6-8 months old) fed with 2014 Teklad Glo-
bal 14% Protein Rodent Maintenance Diet (Teklan Harlan, Madison,
WI, USA). Samples were collected in heparin tubes as anticoagulant
and immediately centrifuged at 1500g for 15 min at 4 °C for plasma
separation. Plasma samples used for method development were
pooled and stored in aliquots at —80 °C until analysis to avoid oxi-
dation (unoxidized rat plasma, URP). Plasma samples used to
determine the precision and recovery of the method were stored
in the dark at 4 °C and analyzed within 24 h after extraction (fresh
URP).

Hypercholesterolemic blood samples were obtained from eight
Dunkin-Hartley guinea pigs (4 weeks old) from Harlan Interfauna
Ibérica (Barcelona, Spain). Animals were fed with 2040 Teklad Glo-
bal Diet for guinea pigs (Teklan Harlan) for 1 week of acclimation.
Subsequently, blood samples from fasting animals were obtained
from the saphenous vein and collected in heparin tubes. Animals
were switched to a hypercholesterolemic experimental diet, the
composition of which was as follows: protein, 18.8%; fat, 17.1%;
carbohydrates (nonfiber), 45.6%; cellulose, 12.0%; cholesterol,
0.25%; mineral mix, 5.5%; and vitamin mix, 1.0%. The fat mix con-
tent of the diet was olive oil/palm-kernel oil/safflower oil (1:2:1.8),
and the carbohydrates were added as starch/sucrose (1:1.34). The
mineral and vitamin mix was designed to meet all of the nutri-
tional requirements of guinea pigs [21]. After 4 weeks, blood sam-
ples from fasting animals were obtained from the saphenous vein
and collected in heparin tubes. Plasma from initial and final blood
samples was separated by centrifugation as described earlier and
stored at —80 °C until analysis. To assess the hypercholesterolemic
effect of the diet, plasma low-density lipoprotein (LDL) cholesterol
was determined fluorimetrically using enzymatic kits from BioVi-
sion (Milpitas, CA, USA). All of the procedures were approved by
the University of Barcelona’s animal care and use committee.

Preparation of oxidized plasma samples

Oxidized rat plasma (ORP) samples were obtained by thermal
oxidation of URP. A determined amount of URP was diluted with
an equal volume of 6 M GdnHCI in PBS and incubated at 80 °C for
1 h under continuous magnetic stirring (500 rpm). ORP samples
were used immediately for analysis.

Reaction kinetics

Reaction time was studied by mixing 40 pl of diluted ORP sam-
ples (equivalent to 20 pl of plasma) with 160 pl of 6 M GdnHCl in
PBS containing 0.063% EDTA (final concentration in the medium of
0.025%), 100 pl of 2 mM BHT in methanol, and 100 pl of 400 pM
DPPP and 2 mM BHT in butanol. Then, samples were incubated
at 40, 50, and 60 °C, and plasma HPs were determined as described
earlier. All sample kinetic studies were conducted in triplicate.

Effect of antioxidant addition

The influence of EDTA and BHT addition on the reaction was as-
sessed by using a two-factor four-level (4 x 4) experimental de-
sign. First, 40 pl of ORP samples (equivalent to 20 pl of plasma)
was diluted with 160 pl of 6 M GdnHCI in PBS containing 0%,
0.0625%, 0.125%, or 0.25% EDTA (final concentrations in the med-
ium of 0%, 0.0255, 0.05%, or 0.1%, respectively). Then, 100 pl of 0,
2, 4, or 8 mM BHT in methanol was added (final concentrations
in the medium of 0, 0.5, 1, or 2 mM, respectively). Samples were
incubated at 40 °C for 3 h, and plasma HPs were determined as de-
scribed earlier. The experiment was replicated four times.

Effect of sample amount

The optimal amount of sample volume was studied by deter-
mining the HPs of different amounts of ORP. Equivalent plasma
volumes of 5, 10, 20, 30, 40, and 50 .l were made up to 100 pl with
6 M GdnHCl in PBS. Then, 100 pl of 6 M GdnHCl in PBS containing
0.2% EDTA and 100 pl of 4 mM BHT in methanol were added. Final-
ly, 100 pl of 400 pM DPPP in butanol containing 4 mM BHT was
added, and samples were then incubated for 3 h at 40 °C. Plasma
HPs were determined as described earlier. The final concentrations
of EDTA, BHT, and DPPP were 0.05%, 2 mM, and 100 uM, respec-
tively. Studies were conducted in triplicate.
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5.1. INTRODUCCION A LA DISCUSION

La evidencia indica que la elevada tasa de mortalidad asociada a las ECV en paises
desarrollados es debida a practicas nutricionales poco saludables, como un elevado
consumo de grasa y carbohidratos refinados, y un bajo consumo de frutas frutas y
vegetales. En consecuencia, las principales recomendaciones nutricionales incluyen
cambios cuantitativos y cualitativos en la dieta, entre los que se encuentra un descenso
del consumo de grasa y un aumento del consumo de fibra (World Health Organization
(WHO), 2003). No obstante, tal y como se ha descrito en detalle en la introduccion (Véase
apartado 1.5. Composicion de la grasa y metabolismo lipidico: efecto de los acidos
grasos) no todos los tipos de grasa presentan el mismo efecto sobre el metabolismo
lipidico. Asi mismo, las propiedades beneficiosas de la fibra alimentaria también pueden

depender considerablemente de sus caracteristicas fisicas y quimicas.

En base a esto, en el presente estudio se evalud la capacidad hipolipidémica de fibras
alimentarias con diferentes caracteristicas fisicoquimicas. Mdas concretamente, se estudio
en animales alimentados con dietas ricas en grasa (17 g grasa/100 g de pienso), el efecto
de las fibras sobre la ganancia de peso, la excrecidon de lipidos y la concentracion de lipidos
plasmaticos y hepaticos. Como principal novedad en comparacion a otros estudios, se ha
evaluado el efecto de las fibras sobre la excrecién de acidos grasos (AG) y su repercusién
sobre el perfil de AG de plasma e higado, con la finalidad de tener un mayor conocimiento
sobre el posible efecto ligando de grasa (fat-binding) selectivo de las fibras estudiadas. El

estudio fue dividido en dos fases experimentales:

Primera fase experimental

En una primera fase experimental, se utilizaron dietas ricas en grasa (17%) vy
normocolesterolémicas (0,04% de colesterol) y se evalud el efecto de dos polimeros
obtenidos a partir de la hidrélisis quimica de la goma guar durante 1h o 2h (PHGG1 vy
PHGG2, respectivamente). Ambas fibras presentaron una viscosidad en solucién acuosa
propia de un fluido pseudopldstico, es decir, el gradiente de viscosidad decrece cuanto

mayor es la velocidad de deformacién. Sin embargo, su nivel de viscosidad fue diferente
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en funcién del grado de hidrdlisis, presentando una menor viscosidad cuanto mayor era el
grado de hidrolisis (2884-184 y 1720-220 mPa para PHGG1 y PHGG2 respectivamente,
disueltas en solucién acuosa al 1% (p/v) y para velocidades de cizallamiento de 1-250s™).
Por lo tanto, el tratamiento de hidrdlisis quimica nos permiti6 comparar los efectos
hipolipidémicos de dos gomas guar parcialmente hidrolizadas (PHGG) de similares
caracteristicas pero con diferente grado de viscosidad. En el estudid se incluyd también
una maltodextrina resistente a la digestién (MD), ya que se trata de una fibra soluble al
igual que las PHGG, pero que practicamente no presenta viscosidad en solucidn acuosa
(15 mPa-s en disolucién acuosa al 30%, p/v) (Kishimoto et al., 2009; Sato et al., 2009).
Adicionalmente, se estudiaron los efectos hipolipidémicos de un polimero de quitosano
(CH) con un grado de desacetilacion elevado (94%) y una viscosidad baja (23 mPa:-s diluido
en concentracion 1% (p/v) en ac. acético 0,1M). Esta fibra presenta propiedades catidnicas
Unicas que la diferencian del resto de fibras, lo que hace pensar que sus mecanismos

hipolipidémicos pueden ser diferentes al resto de fibras.

Segunda fase experimental

A partir de los resultados obtenidos y tras confirmar que el quitosano presentaba un
mecanismo de accion diferente al del resto de fibras incluidas en el estudio, tal y como se
discutird mas adelante, se planted una segunda fase experimental. El principal objetivo de
esta segunda fase fue corroborar los resultados observados en la primera fase
experimental y, sobre todo, evaluar cémo las propiedades fisicoquimicas del quitosano, y
en concreto su viscosidad, podian influir en sus propiedades hipolipidémicas y fat-binding
especificas. Para ello se estudiaron dos polimeros de quitosano con un mismo grado de
desacetilacion (70%) pero con una viscosidad muy diferente. Su efecto se evalud en
animales alimentados con dietas con un elevado contenido de grasa (17%) e
hipercolesterolémicas (0,2% de colesterol). De esta manera, el disefio permitia saber no
solo si las fibras podian disminuir los niveles de colesterol plasmatico, sino también

prevenir el incremento causado por una dieta rica en colesterol.
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En el presente capitulo se discuten los principales resultados obtenidos, lo que permite
tener un mayor conocimiento sobre los posibles mecanismos asociados al efecto

hipolipidémicos de las fibras estudiadas.

5.2. EFECTO SOBRE EL CONSUMO DE PIENSO Y PESO DEL ANIMAL

Los primeros resultados obtenidos en el estudio fueron los relativos al consumo de pienso

y al crecimiento de cobayas alimentadas con los diferentes tipos de fibra.

Los resultados de la primera fase experimental mostraron que la adicion de las fibras
PHGG y MD no altera el consumo de pienso, hecho que coincide con estudios previos
(Nagata & Saito, 2006; Yamada et al., 2003). Adicionalmente, se observa que los animales
alimentados con PHGG, con independencia de su viscosidad dentro de los niveles
estudiados, presentaron un menor incremento de peso (Figura 5-1). Este efecto resulta
mas evidente durante la ultima semana de estudio y es coherente con los resultados
presentados por otros autores (Yamada et al., 2003). Por el contrario, el consumo de MD
no influyé sobre la ganancia de peso tal y como también se ha descrito previamente

(Nagata & Saito, 2006).

Por lo que respecta al quitosano, los resultados descritos en la bibliografia son
contradictorios. Mientras que algunos estudios en animales muestran que el consumo de
quitosano puede reducir la ganancia de peso del animal (Gallaher et al., 2002; Liu et al.,
2008; Sugano et al., 1988), en otros no se ha observado tal efecto (Fukada et al., 1991;
Ikeda et al., 1993; Simunek & Bartonova, 2005; Sugano et al., 1980). En la primera fase
experimental se observé que la incorporacién de quitosano a una dieta rica en grasa (17%)
y normocolesterolémica (0,04% de colesterol) no afectéd al consumo de pienso. La
ganancia de peso fue ligeramente inferior al grupo control, pero no estadisticamente

significativa.
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Figura 5-1: Eficiencia alimentaria y evolucion del peso de los animales (Primera fase
experimental)
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Abreviaciones: CE, celulosa; PHGG1, goma guar hidrolizada durante 1h; PHGG2, goma guar hidrolizada
durante 2h; MD, maltodextrina resistente a la digestién; CH, quitosano.

No obstante, en la segunda fase experimental, donde los animales fueron alimentados con
dietas hipercolesterolémicas (0,2% de colesterol), se observd una reducciéon de la
eficiencia alimentaria tras el consumo de quitosano, tanto de baja (LV) como de alta
viscosidad (HV), en comparacién con el grupo control (Figura 5-2). Este hecho sugiere que
el efecto del quitosano sobre el peso del animal podria ser mas significativo cuando es
consumido junto con dietas hipercolesterolémicas. Estos resultados coincidirian con los
publicados previamente por Hossain et al. (2007) y concordarian con el hecho de que la
mayoria de estudios donde se describe un efecto del quitosano sobre la ganancia de peso
sean aquellos en los que se usan dietas ricas en colesterol (Liu et al., 2008; Sugano et al.,
1988). Adicionalmente, los resultados obtenidos en la segunda fase experimental
permiten observar que existe un claro efecto en funcién de la viscosidad del quitosano. A
diferencia de lo observado con el LV, el consumo de HV produjo una disminucién clara del

consumo de pienso al igual que se ha observado en estudios previos (Deuchi et al., 1995a;
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Gallaher et al., 2000). Este efecto puede atribuirse a una mayor sensacion de saciedad,
tipicamente asociada a fibras de elevada viscosidad, ya que junto con los alimentos
pueden formar una matriz o gel en el estdmago y retrasar su vaciado (Howarth et al.,

2001; Slavin, 2005). Este hecho explicaria parte del mayor efecto de HV sobre el peso de

los animales.

Figura 5-2: Consumo de pienso y eficiencia alimentaria (Segunda fase experimental)
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En conclusidn, los resultados obtenidos en el presente estudio y los publicados por otros
autores, indican que factores tales como las caracteristicas de la dieta y las propiedades
fisicoquimicas del polimero de quitosano estudiado (principalmente el grado de
desacetilacidon y la viscosidad) pueden afectar significativamente a su efecto sobre el peso.
Este hecho podria explicar las discrepancias encontradas entre los resultados de las

diferentes publicaciones presentes en la literatura.
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5.3. EFECTO SOBRE LA EXCRECION DE ESTEROLES NEUTROS Y ACIDOS BILIARES,
Y REPERCUSION SOBRE EL METABOLISMO DEL COLESTEROL

La PHGG, la MD vy el quitosano son fibras alimentarias conocidas por sus propiedades
hipolipidémicas (Aranaz et al., 2009; Kapoor & Juneja, 2009; Kishimoto et al., 2009; Xia et
al., 2011; Yoon et al.,, 2006). No obstante, los mecanismos asociados a su capacidad

hipocolesterolémica no son del todo bien conocidos.

Los resultados del presente estudio confirman que el consumo de estas fibras puede
reducir los niveles de colesterol plasmatico, especialmente de colesterol LDL, y en
consecuencia mejorar el indice aterogénico HDL/LDL. Las fibras estudiadas, vy
especialmente el quitosano, también presentan una tendencia a disminuir los niveles de
colesterol en el higado. Adicionalmente, en una segunda fase experimental donde los
animales fueron alimentados con una dieta hipercolesterolémica, se observd que el
guitosano puede ademads contrarrestar los efectos negativos sobre los niveles plasmaticos

y hepaticos de colesterol producidos por un elevado consumo de colesterol.

En general, se han propuesto diferentes mecanismos asociados a los efectos beneficiosos
de la fibra alimentaria relacionados con el metabolismo del colesterol (Anderson et al.,
2009; Chutkan et al., 2012; Gunness & Gidley, 2010; Marlett, 2001). En resumen, podrian
agruparse en mecanismos relacionados con un aumento de la excrecién de colesterol y
acidos biliares, y en mecanismos asociados a la modulacion de la biosintesis enddgena de
estos compuestos. Asi por ejemplo, la goma guar es bien conocida como una fibra con
capacidad hipocolesterolémica debido a su capacidad de aumentar la excrecidn tanto de
colesterol como de acidos biliares (Favier et al., 1997; Overton et al., 1994), propiedad que
generalmente se atribuye a su elevada viscosidad. No obstante, se ha propuesto que la
PHGG, cuya viscosidad es considerablemente inferior, puede mantener parte de los

efectos beneficiosos de la goma guar (Yoon et al., 2008a).
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Figura 5-3: Efecto de las fibras estudiadas sobre la excrecion de esteroles y la concentracion in
vivo de colesterol.
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Los presentes resultados confirman los presentados en otros estudios in vitro (Minekus et
al., 2005) e in vivo (Favier et al., 1997) que muestran que la PHGG puede conservar la
capacidad de incrementar la excrecion de esteroles neutros. Sin embargo, el consumo de
PHGG no incrementd de manera significativa la excrecién de acidos biliares, en buena
correlacién con los resultados previamente publicados por Favier et al. (1997). Los
resultados revelan que el consumo de MD tiene un efecto similar al de la PHGG. Por el
contrario, y tal y como también han demostrado otros autores, el quitosano puede
incrementar la excrecion tanto de esteroles neutros como de acidos biliares (Gallaher et

al., 2000).

Otro de los objetivos del presente estudio fue determinar como el consumo de las fibras
estudiadas podia afectar a la excrecién de esteroles, no sélo desde un punto de vista
cuantitativo, sino también cualitativo. Para ello, se realizé un estudio exhaustivo del perfil
de los diferentes esteroles neutros y acidos biliares presentes en heces mediante
cromatografia de gases. En comparacion a otros métodos mas comunmente utilizados por
motivos practicos, como los métodos enzimaticos (Allain et al., 1974; Porter et al., 2003;
Sheltawy & Losowsky, 1975), la determinacién por cromatografia de gases permite
obtener resultados de gran interés para esclarecer el efecto de las fibras estudiadas sobre

el metabolismo de los esteroles a nivel intestinal.

A nivel intestinal, el colesterol es metabolizado por la microbiota colénica, y tras
diferentes procesos de oxidacién e hidrogenacién es transformado en coprostanol,
principal esterol neutro presente en las heces. Minoritariamente, pueden encontrarse
otros productos intermedios como la coprostanona, la colestanona y el colestanol
(Lichtenstein, 1990). De manera similar, acidos biliares primarios como el acido célico y el
acido quenodexocdlico, los cuales son excretados junto con la bilis al lumen intestinal, son
transformados en sus correspondientes metabolitos secundarios, acido deoxicdlico y
acido litocdlico, respectivamente (Ridlon et al., 2006). El presente estudio revela que la
capacidad hipocolesterolémica de las fibras solubles estudiadas, especialmente PHGG2 y
MD, es principalmente atribuible a un aumento de la excrecidon de metabolitos

secundarios de colesterol, como el coprostanol (Figura 5-4). Esto sugiere un aumento de
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la bioconversidn de colesterol a nivel intestinal, hecho que podria atribuirse a dos
factores. En primer lugar, el consumo de estas fibras podria retrasar la absorcién de
colesterol, lo que incrementaria el tiempo de interaccién con la microbiota durante su
paso por el tracto intestinal. En segundo lugar, la bioconversion de colesterol podria verse
favorecida por la fermentacion intestinal de las fibras solubles estudiadas. Diferentes
estudios in vitro e in vivo han demostrado que la PHGG y la MD son buenos sustratos para
la actividad fermentativa de la microbiota intestinal (Flickinger et al., 2000; Ide et al.,
1991; Pylkas et al., 2005; Takahashi et al., 1995). De hecho, estudios realizados en
animales y en humanos, demuestran que el consumo de PHGG y MD puede incrementar
el numero de bacterias intestinales acidolacticas como Lactobacilus sp. y Bifidobacterium
sp. (Fastinger et al., 2008; Flickinger et al., 2000; Okubo et al., 1994; Takahashi et al.,
1995). En consecuencia, el consumo de estas fibras conllevaria un aumento de la actividad
bacteriana y, por lo tanto, una mayor bioconversion de esteroles a nivel intestinal. Es
probable que el mayor efecto prebidtico de PHGG2 y MD, en comparacion con PHGG],
sea atribuible a su menor viscosidad, ya que permitiria una mejor interaccién con la
microbiota intestinal. Ademas, es bien conocido que debido a la fermentacion de la fibra
se producen acidos grasos de cadena corta (SCFA) como el acetato, el propionato y el
butirato (Gunness & Gidley, 2010). Una mayor produccion de propionato, que actia como
inhibidor de la HMG-CoA-red, podria también contribuir al efecto hipocolesterolémico de

las fibras solubles estudiadas (Al-Lahham et al., 2010; Fava et al., 2006).

El consumo de polimeros de quitosano tuvo un efecto sobre el perfil de esteroles de las
heces contrario al de las fibras solubles, ya que disminuyé de manera muy significativa la
bioconversién tanto de colesterol como de acido quenodeoxicdlico a sus respectivos
metabolitos secundarios. Este efecto corroboraria las resultados previamente publicados
por Fukada et al. (1991) y puede atribuirse a la capacidad antimicrobiana del quitosano

(Aranaz et al., 2009; Helander et al., 2001; Raafat & Sahl, 2009).
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Figura 5-4: Efecto de las fibras estudiadas sobre el perfil de esteroles en heces (Primera fase
experimental).
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Abreviaciones: CE, celulosa; PHGG1, goma guar hidrolizada durante 1h; PHGG2, goma guar hidrolizada
durante 2h; MD, maltodextrina resistente a la digestién; CH, quitosano.
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5.4. EFECTO SOBRE LA EXCRECION DE ACIDOS GRASOS

La concentracion de AG presentes en las heces se determind mediante cromatografia de
gases en base el método previamente descrito por Lépez-Lépez et al. (2000). Dicho
método se considerd el mas adecuado debido a que permite la determinacién de todos
los AG presentes en las heces independientemente de la forma en que se encuentren. Es
decir, permite la cuantificacién de AG tanto en forma de mono-, di- y triglicéridos, como
aquellos en formas mds complejas como, por ejemplo, ésteres de colesterol y fosfolipidos.
Ademas, al basarse en una trans-metilacion directa de la muestra y no requerir una
extraccién previa de la grasa permite minimizar problemas de recuperacién, hecho que

puede ser especialmente relevante en matrices complejas como es el caso de las heces.

El consumo de todas las fibras experimentales estudiadas, y especialmente el de la fibra
guitosano, aumento la excrecion total de AG en comparacion al control celulosa (Figura

5-5).

Figura 5-5: Excrecion total de acidos grasos.
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Abreviaciones: CE, celulosa; PHGG1, goma guar hidrolizada durante 1h; PHGG2, goma guar hidrolizada

durante 2h; MD, maltodextrina resistente a la digestién; CH, quitosano
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En el caso de las dos PHGG estudiadas y la fibra quitosano este efecto fue significativo
trascurrida la primera semana de experimentacién, mientras que en el caso de la MD lo
fue transcurrido tres semanas. El efecto de las PHGG sobre la excrecién total de AG fue
independiente de su viscosidad. Por el contrario, en la segunda fase experimental se
observé que en el caso de las fibras quitosano, un aumento en la viscosidad puede
suponer una mayor excrecion de AG. Este efecto es especialmente evidente si se tiene en

cuenta que los animales alimentados con HV presentaron un consumo inferior de pienso.

El estudio detallado de la composicién en AG de las heces permite obtener resultados de
gran interés en relacién a la capacidad “fat-binding” selectiva de las fibras estudiadas

(Figura 5-6).

Figura 5-6: Excrecion de los principales acidos grasos presentes en la dieta (Primera fase
experimental)
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Abreviaciones: CE, celulosa; PHGG1, goma guar hidrolizada durante 1h; PHGG2, goma guar hidrolizada
durante 2h; MD, maltodextrina resistente a la digestién; CH, quitosano.

El consumo de las fibras solubles estudiadas (PHGG y MD) incrementé la excrecion de

todos los acidos grasos saturados (AGS). Dicho efecto fue mds evidente para AGS como el
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palmitico (C16:0) y el estearico (C18:0). Al igual que en estudios previos (Brufau et al.,
2006), estos AG fueron los AGS mads abundantes en las heces de todos los animales y su
concentracion fue muy superior en comparacion a su presencia en los piensos. Este hecho
podria atribuirse, al menos en parte, a su menor digestibilidad (Denke & Grundy, 1991;
Jones et al., 1999; Schneider et al., 2000a), pese a que algunos autores han propuesto que
las diferencias en la absorcién de estos AGS es probablemente de una importancia
bioldgica limitada (Baer et al., 2003). La excrecién de todos los acidos grasos insaturados
(AGI) también tendid a incrementar tras el consumo de estas fibras, de manera que la
relaciéon de AGS/AGI no se vio alterada. En resumen, tras el consumo de las fibras solubles
estudiadas se produjo un incremento generalizado de la excrecidon de AG. Cabe mencionar
gue parte de este efecto también podria atribuirse a un posible aumento de la cantidad de
biomasa bacteriana en las heces debido a un efecto prebidtico (Achour et al., 2007;
Cummings, 2001). No obstante, la contribucién de este efecto en la excrecién total de
grasa suele ser de una magnitud considerablemente pequena cuando se usan dietas con

una elevada cantidad de grasa como las usadas en el presente estudio (Livesey, 2000).

Por el contrario, en aquellos animales alimentados con fibras quitosano se observo un
cambio muy significativo en el perfil de AG de las heces en comparacién con el control
celulosa. En relacion a la excrecion de AGS, el consumo de quitosano incrementd
especialmente la concentraciéon de acido ladrico (C12:0) y acido miristico (C14:0). No
obstante, el quitosano presentd una menor afinidad por AGS de cadenas mds largas. Es
decir, se observd una correlacién negativa entre la longitud de cadena de los AGS y la
efectividad del quitosano de incrementar su excrecion, tal y como se ejemplifica en el

modelo de la Figura 5-7.

De hecho, en la primera fase experimental el consumo de fibra quitosano no incrementd
significativamente la excreciéon de C18:0 en comparacion con la celulosa. Dado que se
trata del AGS mas abundante en las heces de todos los grupos experimentales, este hecho
supuso que la concentracion total de AGS en las heces fuera inferior en los animales

alimentados con quitosano en comparacion con el resto de fibras.
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Figura 5-7: Correlacion entre el nimero de carbonos de los principales acidos grasos saturados y
el efecto del quitosano sobre su excrecion
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Correlacién utilizando todos los valores desde el dia 4 al dia 28 de la primera fase experimental (n=100). Los
valores presentaron una buena correlacion en base al coeficiente de correlacion Pearson (P<0,001)

Por lo que respecta a los AGI, el quitosano produjo un gran incremento de la excrecién
tanto de AGMI como poliinsaturados AGPI. En consecuencia, la relacion de AGS/AGI en las
heces de animales alimentados con quitosano fue considerablemente inferior que en
aquellos alimentados con pienso control (Figura 5-8). No obstante, cabe destacar que esta
reduccion se debid principalmente al descenso de la concentracién de C18:0 que, al
contrario de otros AGS como el C12:0 y el C14:0, es considerado metabdlicamente neutro
por lo que respecta al metabolismo del colesterol (Fernandez & West, 2005). La relacién
de AGPI n-6/n-3, también se vio significativamente alterada por el consumo de quitosano,
debido a que aunque se incremento la excreciéon tanto de acido a-linolénico (ALA, C18:3n-

3) como linoleico (LA, C18:2n-6), la magnitud del efecto fue superior para este ultimo.

-206-



Discusion general

Figura 5-8: Relacién de acidos grasos saturados/insaturados y n-6/n-3 en heces plasma e higado
(Segunda fase experimental)
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En conclusidon, los resultados revelan que la fibra quitosano presenta capacidad fat-
binding selectiva in vivo. Esta propiedad se corrobord en la segunda fase experimental,
donde ademdas se observd que es independiente de la viscosidad del polimero de
quitosano. En consecuencia, resulta de gran interés estudiar como esta capacidad fat-

binding selectiva del quitosano puede afectar al perfil lipidico de diferentes tejidos.
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5.5. EFECTO SOBRE LA COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE PLASMA E
HiIGADO

En base a los resultados sobre la capacidad fat-binding selectiva del quitosano, se
cuestiond de qué manera este efecto podria repercutir sobre el perfil de AG en plasma e

higado de los animales.

Como se ha discutido con anterioridad, en los animales alimentados con quitosano la
excrecion total de AGS fue considerablemente inferior en comparacién con la de AGI. Este
hecho sugiere una absorcién de AGS, especialmente la de C18:0, proporcionalmente
superior a la de AGI. De esta manera cabria esperar que la proporcion de AGS en plasma e
higado fuese superior en los animales alimentados con quitosano. No obstante, tanto en
la primera como en la segunda fase experimental se observé que la proporciéon de AGS se
mantuvo considerablemente constante en plasma e higado suponiendo un porcentaje de
entre el 32-40% en ambas fases experimentales. Mas concretamente, pese a que el efecto
del quitosano sobre la excrecidon de AGS fue diferente en funcién de la longitud de cadena,
el porcentaje’ en el cual los principales AGS estaban presentes en plasma e higado no
presentd grandes cambios. Por lo tanto la relacion AGS/AGI en plasma e higado no se vio
significativamente alterada por el consumo de quitosano como se pudo observar en
ambas fases experimentales y para los diferentes polimeros, independientemente de su

viscosidad (Figura 5-8).

Por el contrario, se observaron cambios significativos en el perfil de AGI en aquellos
animales alimentados con quitosano, especialmente en la relacion de AGPI n-6 y n-3. En
concreto, el incremento de la relacion entre AGPlI n-6 y n-3 observado en heces,
correlaciond con un descenso de dicha relacidén en el plasma de los animales alimentados
con quitosano. El mismo efecto se observé en el perfil de AG en higado, especialmente en

aquellos animales alimentados con fibra quitosano de elevada viscosidad (HV). En todos

’ De manera general, en el presente apartado se hace referencia a cambios en el porcentaje o concentracién
relativa de AG (g de AG/ 100 g AG totales). No debe confundirse con el concepto de concentracién tal y
como se usa en las publicaciones (g de AG/ g o mL de muestra), ya que la ausencia de cambios en el
porcentaje de AG no necesariamente implica que no los haya en la concentracién de AG.
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los casos, dicho efecto se debid principalmente a un elevado descenso de la concentracién

relativa de LA en comparacion con la concentracién ALA.

Figura 5-9: Porcentaje de acidos grasos en plasma e higado (Segunda fase experimental)
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Abreviaciones: AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI, acidos grasos
poliinsaturados.
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La diferente respuesta de la concentracion relativa in vivo de los AG puede explicarse en
base a diferentes hipdtesis. Los resultados de estudios previos demuestran que la
correlacién entre el consumo de AG y su presencia en tejidos puede variar
considerablemente en funcién del tipo de AG. En uno de los articulos de revisién mas
exhaustivos publicados hasta el momento se evidencia que, en general, el ratio AGS/AGI
no puede ser considerado un buen biomarcador del consumo de AG de la dieta (Hodson

et al., 2008).

Por el contrario, numerosas investigaciones demuestran que la concentracién in vivo de
AGPIl n-6 y n-3, como el LA y el ALA, presenta una buena correlacién con su consumo
(Andersen et al., 1996; Orton et al., 2008; Zock et al., 1997). Este hecho se atribuye
principalmente a su condicion de acidos grasos esenciales debido a la incapacidad del
organismo de sintetizarlos (Sprecher, 2003). En consecuencia, la presencia de estos AGPI
en el organismo es totalmente dependiente de su consumo a través de la dieta. Por el
contrario, diferentes autores coinciden en afirmar que las concentraciones in vivo de
AGMI y sobre todo de AGS presentan una menor correlacién con su consumo a través de
la dieta debido a que su presencia en los tejidos no es exclusivamente dependiente de su
presencia en la dieta (Poppitt et al., 2005; Zock et al., 1997). Asi, por ejemplo, la sintesis de
novo de AG (lipogénesis) a partir de los precursores acetil-CoA y malonil-CoA mediada por
la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa, permite la produccién de C16:0, y en
menor medida de C14:0 y C18:0 (Chirala & Wakil, 2004; Volpe & Vagelos, 1976; Wakil et
al., 1983). La B-oxidacion o la elongacion de estos AG también puede dar lugar a cambios
en la concentracién de los diferentes AGS (Rioux et al., 2007; Vemuri & Kelley, 2007).
Adicionalmente, la accion de enzimas como la estearoil-CoA desaturasa (SCD1), una delta-
9 desaturasa involucrada en la sintesis de AGI, puede influir en la concentracién enddgena
tanto de AGS como de AGMI, por ejemplo mediante la produccidn de acido palmitoleico
(C16:1n-7) y C18:1n-9 a partir de C16:0 y C18:0 respectivamente (Ntambi, 1992; Rhee et
al.,, 1997). De esta manera, un posible descenso de las concentraciones en plasma o

higado de C18:1n-9 debido a una mayor excrecidén en animales alimentados con quitosano
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podria ser compensado por una mayor sintesis enddgena, que a su vez, permitiria la

regulacidn de las concentraciones de C18:0.

Estas hipdtesis han sido recientemente confirmadas en un estudio realizado por Abbot, et
al. (2012), donde los autores determinaron el efecto de una amplia variedad de dietas con
un perfil lipidico muy diferente sobre el perfil de AG de varios tejidos. Los resultados del
estudio demostraron que tanto en el plasma como en el higado se observa una menor
respuesta a cambios en el perfil lipidico de la dieta en comparacidn a tejidos relacionados
con la reserva de energia, como el tejido adiposo. De hecho, el tejido adiposo es
considerado el mejor biomarcador de AG de la dieta (Hodson et al., 2008). Los resultados
del estudio también revelaron que la proporcion de AGS, y por lo tanto de AGI, se
mantenia considerablemente constante pese a los grandes cambios existentes en el perfil

lipidico de la dieta.

En base a esto, se deduce que el balance entre AGS y AGI esta fuertemente regulado a
nivel metabdlico, muy probablemente para evitar las consecuencias funcionales que
podrian conllevar alteraciones en esta relacion. Este hecho es especialmente evidente en
lipidos de membrana como, por ejemplo, los fosfolipidos (Clamp et al., 1997), ya que
resulta critico mantener un grado de insaturacién éptimo para mantener una fluidez y
funcionalidad metabdlica adecuadas (Berdanier, 2007). Este mecanismo de regulacion es
conocido como “adaptacion homeoviscosa” (homeoviscous adaptation) y permite el
mantenimiento de la fluidez de membrana regulando el grado de insaturacién (Sinensky,
1974). Dado que la composicion lipidica de la membrana es especifica de cada especie, es
probable que esta regulacidn se produzca a nivel genético (Abbott et al., 2012). De esta
manera, el grado de insaturacién de las membranas se mantiene constante ante factores

externos como, por ejemplo, el perfil lipidico de la dieta.
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En resumen, la capacidad fat-binding selectiva del quitosano puede alterar el perfil de AG
de plasma e higado, pese a que este efecto parece repercutir solamente sobre el perfil de
AGPI n-6 y n-3. Tal y como se ha explicado en detalle con anterioridad (Véase apartado
1.5.4. Acidos grasos poliinsaturados) la homeostasis entre los AGPI n-6 y n-3 esta
estrechamente relacionada con la regulacién de procesos inflamatorios y patologias
asociadas, entre las que se encuentran la aterosclerosis. En base a los resultados
observados en el presente estudio se podria especular que el consumo de CH podria ser
beneficioso para reducir o contrarrestar los efectos adversos de dietas con una elevada
relacién n-6/n-3. Partiendo de esta hipdtesis y a partir de los datos obtenidos en la
segunda fase experimental, en la Figura 5-10 se muestra como el consumo de quitosano
puede afectar a la relacion entre el acido araquiddnico (AA, C20:4n-6), como ejemplo de

principal AG precursor de prostaglandinas y leucotrienos pro-inflamatorios; y los acidos

eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-6) y docosahexaenoico (DHA, C22:6n-3) como ejemplo de

principales precursores de resolvinas y lipoxinas anti-inflamatorias.

Figura 5-10: Concentracion de adacido araquidonico en relacion a los acidos grasos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico (Segunda fase experimental)
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Se puede observar como el consumo de los polimeros de quitosano, especialmente de
elevada viscosidad, reduce significativamente esta relacién en plasma y presenta una
tendencia similar en higado, lo que podria tener un efecto beneficioso en la prevencion de

desordenes asociados a la inflamacidn.

No obstante, seria necesario realizar estudios en profundidad para evaluar las posibles
implicaciones de estos efectos, por ejemplo mediante la determinacion de metabolitos
asociados a los procesos inflamatorios como citoquinas, prostaglandinas, leucotrienos,
resolvinas, etc. En relaciéon a este aspecto, recientemente se ha publicado que el consumo
de quitosano puede disminuir la produccién de citoquinas proinflamatorias como TNF-a
(Chung et al., 2012), pero resulta cuestionable si este efecto es atribuible a cambios en la
relacién n-6/n-3. Ademads, es importante tener en cuenta diferentes aspectos del disefio
experimental de la presente Tesis. En primer lugar, en ambas fases experimentales se han
utilizado dietas con una elevada concentracion de LA y podria ser cuestionable si los
efectos del quitosano podrian extenderse a dietas con una composicién lipidica diferente.
Seria especialmente relevante el caso de dietas con una baja concentracién en AG
esenciales ya que el quitosano puede reducir considerablemente la absorcién de LA pero
también la de ALA. Por lo tanto, en este tipo de dietas seria importante evaluar si el
consumo de quitosano, especialmente en elevadas concentraciones o en tratamientos
prolongados, podria conllevar una deficiencia de AG esenciales. Con dicha finalidad es
probable que se requiera la realizacion de estudios con un tiempo de tratamiento
superior, debido a que se ha reportado que los sintomas de una deficiencia de AG
esenciales en otros animales de experimentacion (p.ej. ratas) pueden tardar en
manifestarse hasta 3 meses aproximadamente (Holman, 1988). Es por ello que
generalmente se recomienda que la reduccién de la relacidn n-6/n-3 se realice mediante
un incremento de AGPI n-3 (Bays et al., 2008; Chilton et al., 2008) y especialmente de EPA

y DHA, ya que la sintesis a partir de sus precursores es poco eficiente (Das, 2006).
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5.6. EFECTO DEL CONSUMO DE QUITOSANO SOBRE EL NIVEL DE OXIDACION
DEL PLASMA

El estrés oxidativo esta involucrado en el desarrollo de numerosas patologias entre las que
se incluye la aterosclerosis (Stocker & Keaney Jr., 2004; Sugamura & Keaney Jr., 2011). El
grado de estrés oxidativo depende de factores tales como la concentracién y el perfil de
lipidos, asi como de la presencia de compuestos antioxidantes, como por ejemplo
vitaminas liposolubles. La concentracion de estos compuestos podria verse afectada por el
consumo de fibras alimentarias que redujesen la absorcion de lipidos y en consecuencia
resulta de gran interés evaluar el posible efecto que pudiese tener su consumo sobre los

niveles de oxidacion.

Los niveles de oxidacién en plasma son considerados un buen biomarcador de estrés
oxidativo (Thérond et al., 2000) y por lo tanto en los ultimos afios se han realizado grandes
esfuerzos para desarrollar métodos que permitan la determinacion de productos de
oxidacién en este tipo de muestra (Akasaka et al., 1995; Draper et al., 1993; Gay &
Gebicki, 2003; Holley & Slater, 1991; Jessup et al.,, 1994). No obstante, los métodos
desarrollados hasta la fecha presentan carencias de sensibilidad, especificidad y/o
requieren de una instrumentacion sofisticada. Ademas, la mayoria de estos métodos se
centran exclusivamente en el analisis de compuestos de oxidacién de naturaleza lipidica, si
bien en los ultimos afios se ha visto que la oxidacién de las proteinas también puede tener
un papel importante en diferentes patologias como ECV (Cecarini et al., 2007; Gebicki,

1997; Stadtman, 2006).

En base a esto, para el presente estudio se puso a punto un nuevo método que permitiese
la determinacion de manera cuantitativa, simple, sensible y especifica de los
hidroperodxidos (HP) totales presentes en plasma, es decir, tanto de aquellos de naturaleza
lipidica como proteica. El método consiste en el uso de las propiedades fluorimétricas del
fluoréforo difenil-1-pirenilfosfina (DPPP). Se trata de un reactivo que en su forma no

oxidada no emite fluorescencia, pero que al ser oxidado de manera especifica por los HP
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de la muestra emite fluorescencia a una longitud de onda de 380 nm (Akasaka & Ohrui,

2000).

Figura 5-11: Propiedades fluorimétricas de la difenil-1-pirenil fosfina (DPPP).

o
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Difenil-1-pirenilfosfina Oxido de difenil-1-pirenilfosfina

Emision = 380 nm

Las principales caracteristicas del método desarrollado se describen en la siguiente tabla:

Tabla 5-1: Propiedades del método de determinacién de hidroperdxidos totales en plasma
mediante el fluoréforo difenil-1-pirenilfosfina

Limite de deteccion:

Limite de cuantificacion:

Rango de linealidad:

Coeficiente de variacién':

Recuperacion:
Especificidad:
Volumen de plasma:
Tiempo de reaccion:
Otras ventajas:

0,08 nmoles

0,25 nmoles

0,25 -8 nmoles

5,2 %

90-92%

> 96%

40 uL

3 h.

Minimiza la formacion artificial de HP

Minimiza la pérdida de HP poco estables de la muestra
Permite la determinacion de HP lipidicos y proteicos

Coeficiente de variacion para una concentracion en plasma de equivalentes de hidroperdxido de cumeno de

14,5 uM (n=8)
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En base a los criterios de validacion de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists,
1993) el método puede considerarse una alternativa valida a los métodos analiticos
existentes hasta el momento. Partiendo de esta base, el método fue utilizado en la
segunda fase experimental para evaluar el grado de oxidacidn plasmatica de los animales
alimentados con celulosa o con fibras quitosano. Aquellos animales alimentados con HV
presentaron unos niveles de HP plasmaticos ligeramente superiores a los alimentados con

CE, pese a que los resultados no fueron estadisticamente significativos.

Figura 5-12: Concentracion de hidroperoxidos totales en plasma (Segunda fase experimental)

40 1 P=0.056
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Estos resultados pueden considerarse sorprendentes teniendo en cuenta que la
concentracioén de lipidos en plasma fue muy inferior en aquellos animales alimentados con
guitosano. No obstante, existen en la bibliografia diferentes publicaciones que apuntan en
la misma direccién. Hossain et al. (2007) describieron que la concentracidon de perdxidos
en higado era superior en aquellos animales alimentados con quitosano. Los autores
atribuyeron tales observaciones a una correlacion con el aumento de la relacion AGI/AGS
observado en plasma, aunque no proporcionaron ninguna explicacidon que justificase el

cambio de esta relacidon. En nuestro estudio la relacidon de AGI/AGS no sélo no fue alterada
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ni en plasma ni en higado, sino que en base a la mayor excrecidon de AGI que de AGS
observada en las heces de los animales alimentados con quitosano, cabria esperar que de
producirse algin cambio fuese probablemente el opuesto. Por lo tanto es, poco probable
gue un cambio en el perfil lipidico del plasma o el higado de los animales sea la principal
causa de unos niveles de oxidacion superiores. En un estudio realizado con fibras
guitosano de diferente viscosidad Chiang et al. (2000) describieron que tras el consumo de
fibra quitosano de mayor viscosidad el higado de los animales presentaba unos niveles de
oxidacién secundaria superiores. La misma tendencia se observd para los niveles de
oxidacion en plasma. Los autores atribuyeron este efecto a una menor absorcién de
compuestos antioxidantes como algunas vitaminas liposolubles, ya que un descenso en la
absorciéon de grasa podria afectar a su biodisponibilidad. De hecho, diferentes
publicaciones han descrito que el consumo de quitosano puede disminuir la absorcion de
vitaminas con reconocida capacidad antioxidante, como la vitamina E (Deuchi et al.,
1995b; Vrzhesinskaya et al., 2011; Yao et al., 2010) y la vitamina B2 (Rodrigues & De
Oliveira, 2012). Teniendo en cuenta la mayor viscosidad de la fibra HV y su elevado efecto
sobre la absorcion de grasa, resulta logico pensar que su consumo pueda interferir en la
absorcion de este tipo de vitaminas y, en consecuencia, afectar negativamente sobre los
niveles de oxidacidn en plasma. Este hecho remarca la importancia de valorar no sélo los
posibles efectos beneficiosos de fibras alimentarias como el quitosano sino también sus
posibles efectos adversos, sobre todo cuando son consumidas durante un largo periodo
de tiempo o en cantidades elevadas. No obstante, los resultados obtenidos en el presente
estudio no fueron suficientemente concluyentes por lo que deberia ser un aspecto a tener

en cuenta en futuros estudios.
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5.7. MECANISMOS ASOCIADOS AL EFECTO HIPOLIPIDEMICO DE LAS FIBRAS
ESTUDIADAS

Los efectos beneficiosos de la fibra alimentaria dependen, al menos en parte, de
propiedades fisicas como la solubilidad y la viscosidad. Tradicionalmente, las propiedades
hipolipidémicas de las fibras solubles (capaces de disolverse en agua) se han atribuido a su
capacidad de incrementar la viscosidad a nivel intestinal. Como resultado se puede
producir una reduccidon de la digestibilidad y la absorcion de la grasa procedentes de la
dieta. El aumento de la viscosidad a nivel intestinal también puede afectar a la capacidad
emulsionante de los acidos biliares y disminuir su reabsorcién en el ileon. La eliminacién
de acidos biliares a través de las heces conlleva que deban sintetizarse mas acidos biliares
en el higado a partir del colesterol enddgeno, disminuyendo en consecuencia los niveles

de colesterol plasmatico, especialmente colesterol LDL (Chutkan et al., 2012).

En base a este mecanismo, es légico que frecuentemente se haya considerado que la
viscosidad sea un factor necesario para disminuir la absorcion de grasa, y que cuanto
mayor sea la viscosidad de la fibra mayor serd su capacidad hipocolesterolémica
(Anderson et al., 2009; Chutkan et al., 2012). No obstante, aunque se trata de una
hipdtesis bastante aceptada, no esta libre de controversia. En primer lugar, se ha
publicado que un aumento de la viscosidad no necesariamente se traduce en un beneficio
fisiolégico mayor (Ellis et al., 1991; Gallaher et al., 1993a). De hecho, en el presente
estudio, las dos fibras goma guar hidrolizadas quimicamente mostraron una capacidad
hipolipidémica similar con independencia de su viscosidad. Adicionalmente, diversos
estudios han publicado que fibras como la goma guar hidrolizada enzimaticamente
(Minekus et al., 2005; Yoon et al., 2006; Yoon et al., 2008b) o la maltodextrina resistente a
la digestién (Kishimoto et al., 2009; Sato et al., 2009) también poseen capacidad

hipolipidémica in vivo pese a tratarse de fibras solubles no viscosas.

En consecuencia, por lo que respecta a la capacidad hipolipidémica de algunas fibras
solubles la viscosidad no es una caracteristica imprescindible. De manera no

necesariamente excluyente, deben existir otros mecanismos que también sean
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responsables o que contribuyan a la actividad hipolipidémica de estas fibras. En el caso de
las fibras solubles PHGG y MD, se observd que su consumo no alteré el perfil de AG de las
heces, de lo que se deduce que su efecto hipolipidémico debe estar asociado a
mecanismos que afecten a la digestibilidad de la grasa de la dieta de forma no selectiva.
En base a un estudio in vitro, Minekus et al. (2005) propusieron que el mecanismo mas
probable por el cual la PHGG puede reducir la absorcién de lipidos estaria relacionado con
un fendmeno de floculaciéon por deplecidn (depletion-flocculation mechanism) al igual que

otras fibras como la pectina (Beysseriat et al., 2006) (Figura 5-13).

Figura 5-13: Esquema de mecanismo de floculacién por deplecién

Polimeros

Zonas de
deplecion

Este mecanismo es caracteristico de polimeros que no presentan propiedades de
adsorcién y que por lo tanto no pueden interactuar y adherirse a la superficie de las gotas
de grasa de una emulsién (Blijdenstein, 2003). En consecuencia, cuando dos gotas de
grasa se acercan a una distancia menor que el diametro libre del polimero, éste es

desplazado del hueco que queda entre ellas. Por lo tanto, se produce un aumento de la
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concentracion de los polimeros alrededor de las gotas de grasa, lo que genera una presion
osmética que propicia que las gotas se agreguen y floculen. Como resultado, se reduce la
capacidad emulsionante de los acidos biliares y por lo tanto la biodisponibilidad de grasa y

colesterol, sin que por ello la excrecidn de acidos biliares deba verse afectada.

Por lo que respecta a la MD, Kishimoto et al. (2009) propusieron que su mecanismo de
accién podria estar asociado a un aumento de la estabilidad de las micelas, hecho que

reduciria o retrasaria la liberacién de AG.

Estas teorias resultan coherentes en base a los resultados observados en el presente
estudio, especialmente teniendo en cuenta que tanto la goma guar, y sus respectivos
derivados hidrolizados (Pasquier et al., 1996), como la MD (Kishimoto et al., 2009) no
interfieren en la actividad de enzimas digestivas como la lipasa pancreatica. Ademas, cabe
destacar que la posible fermentacién de estas fibras a nivel intestinal podria contribuir a
reducir los niveles de colesterol, tal y como se ha discutido con anterioridad (Véase pagina
201). Este tipo de mecanismos resultan de gran interés para la industria alimentaria ya
qgue al ser independientes de la viscosidad permiten incorporar este tipo de fibras en

alimentos sin alterar significativamente sus propiedades organolépticas.

Por lo que respecta al quitosano se han propuesto diferentes mecanismos responsables
de su efecto hipolipidémico. Estos mecanismos estan principalmente relacionados con
parametros como el grado de desacetilacion y el peso molecular (Aranaz et al., 2009). A
diferencia de las fibras solubles estudiadas y otros polisacaridos, el quitosano es un
polimero con propiedades catidnicas Unicas debido a la presencia de grupos amino libres.
Cuanto mayor es el grado de desacetilacidon, mayor es el nUmero de grupos amino libre y
mayor es la carga positiva en disolucidn (Tan et al., 1998). Existe un considerable consenso
respecto a que cuanto mayor es el grado de desacetilacién, mayor es la capacidad
hipolipidémica del polimero de quitosano, lo que indicaria que puede interaccionar con
los lipidos mediante fuerzas electrostaticas (Deuchi et al.,, 1995a; Liu et al., 2008). Por
ejemplo, los grupos amino del quitosano quedarian cargados positivamente debido al pH
acido del estémago (-NH3"), lo que favoreceria la atraccién entre los grupos carboxilo de

lipidos como los acidos grasos y los acidos biliares (-COO’) (Parra-Barraza et al., 2005;
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Wydro et al., 2007). Este mecanismo explicaria el efecto fat-binding selectivo observado in
vivo en el presente estudio. Es bien conocido que cuanto menor es la longitud de Ila
cadena de los AG mayor es su polaridad, hecho que explicaria la mayor afinidad del
guitosano de unirse a AGS con cadenas mas cortas y la pérdida de eficacia al aumentar la
longitud de cadena. A su vez, también se explicaria la elevada eficacia a la hora de
aumentar la excrecion de AGlI, ya que el grado de insaturacidn correlaciona positivamente
con el grado de polaridad de los AG. No obstante, en base a esta teoria y al contrario de
los resultados obtenidos cabria esperar que el quitosano presentase un mayor efecto
sobre el ALA en comparacion al LA. Una posible explicacién a dicha discrepancia podria
basarse en la elevada concentracion de LA comparado con ALA en las dietas, ya que por
un simple mecanismo de competencia la interaccion del quitosano con el LA podria verse
favorecida. También es posible que la conformacién de los AG pueda influir en el efecto
del quitosano. El mayor numero de insaturaciones del ALA hace que presente una
conformacion mas curvada lo que podria disminuir la interaccidon con el quitosano (Figura
5-14). De hecho, hay que tener en cuenta que en base a modelos in vitro algunos autores
han propuesto que también podrian tener lugar otro tipo de interacciones no covalentes
como, por ejemplo, interacciones hidrofébicas entre la cola de los AG y el quitosano
(Muzzarelli et al., 2006; Wydro et al., 2007). Este tipo de interacciones podrian contribuir
al efecto global del quitosano sobre la excrecidon de AG y otros lipidos. No obstante, con la
finalidad de esclarecer estas hipdtesis resultaria conveniente realizar estudios adicionales

incluyendo dietas con diferente composicién en AG.

Por lo que respecta a la excrecién de colesterol, los grupos NH;" del quitosano podrian
reaccionar con los grupos hidroxilo (-OH) del colesterol (Parra-Barraza et al., 2005), pese a
gue es posible que la interaccidn entre el quitosano y el colesterol también tenga lugar a
través de puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilos de ambas moléculas (Wydro et

al., 2007).
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Figura 5-14: Mecanismo de interaccion entre el quitosano y acidos grasos

OH

Acido estedrico

Acido linoleico

El principal mecanismo del quitosano podria deberse a la interaccidn entre sus grupos amino y los grupos
carboxilo de los acidos grasos y biliares.

Por otra parte, se piensa que el peso molecular del quitosano podria tener también un
papel importante en la excrecidn de lipidos, ya que al igual que otros polimeros,
correlaciona con un aumento de la viscosidad in vitro (Bangoura et al., 2009; Knaul et al.,
1998b). El quitosano es soluble en un medio acido y gelifica cuando su peso molecular es
alto, lo que podria atrapar los lipidos en el estémago vy dificultar su posterior absorcién en
el intestino. No obstante, existen grandes discrepancias a este respecto, debido a que
aungque en algunos estudios se ha visto que un mayor peso molecular y viscosidad puede
aumentar el efecto hipolipidémico del quitosano (Beysseriat et al., 2006; Deuchi et al.,
1995a), en otros se ha observado que polimeros de diferente peso molecular y viscosidad
presentan el mismo efecto hipocolesterolémico (lkeda et al., 1993; Sugano et al., 1988).

Los resultados del presente trabajo, y especialmente los de la segunda fase experimental,
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demuestran que la viscosidad no es un parametro imprescindible para que el quitosano
presente capacidad hipolipidémica, ya que el polimero de quitosano de menor peso
molecular y viscosidad (LV) presentd capacidad de disminuir los niveles de lipidos en
plasma, incluso a unos niveles similares al polimero de alta viscosidad (HV). No obstante,
los resultados también demuestran que la viscosidad del quitosano puede tener
repercusiones importantes, por ejemplo, potenciando su efecto sobre digestibilidad de la
grasa y disminuyendo el consumo de pienso, y en consecuencia teniendo un mayor

impacto sobre el peso del animal.

Por ultimo, la elevada actividad hipolipidémica del quitosano ha hecho que se cuestione si
también podria ser un inhibidor de enzimas claves en la digestién de la grasa de la dieta a
nivel intestinal como la lipasa pancredtica. Hasta la fecha los resultados son
controvertidos, ya que aunque en modelos in vitro se ha observado que el quitosano
puede reducir la hidrélisis de triglicéridos mediada por lipasa (Sumiyoshi & Kimura, 2006;
Tsujita et al., 2007), dicho efecto no ha podido ser confirmado en estudios in vivo (Asha &

Nair, 2005).

En conclusidn, a pesar de que la capacidad hipolipidémica del quitosano puede depender
de diferentes factores, su principal mecanismo de acciéon es atribuible a un fenédmeno de
adsorcion. Por lo tanto, gracias a sus propiedades catidnicas el quitosano presenta un
mecanismo de acciéon que puede ser de gran interés para la industria alimentaria,
biomédica y farmacéutica, asi como para otros ambitos tecnolédgicos. Por ejemplo,
corrobora la potencial utilidad de producir quitoologiosacaridos, oligdmeros de bajo peso
molecular obtenidos a partir de la hidrélisis del quitosano, que presenten propiedades
fisicoquimicas adaptadas a un determinado uso de interés pero que mantengan

propiedades bioactivas.

Finalmente, el presente estudio revela la importancia de tener en cuenta la composicién
de la dieta a la hora de estudiar el efecto hipolipidémico, tanto del quitosano como de
otras fibras con posible efecto selectivo, ya que el perfil lipidico de la dieta podria influir

de manera significativa en su efectividad y repercusién sobre Ila salud.
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En base a los resultados de la presente Tesis Doctoral se obtienen las siguientes

conclusiones:

e Entre las fibras estudiadas, el consumo de las fibras PHGG y quitosano puede reducir la

ganancia de peso en animales alimentados con dietas ricas en grasa.

La PHGG es capaz de reducir la ganancia de peso sin alterar el consumo de pienso y
sin que una reduccién de su viscosidad, dentro de los niveles estudiados, suponga
una pérdida de este efecto.

El quitosano es capaz de reducir la ganancia de peso cuando es consumido junto
con dietas ricas en grasa e hipercolesterolémicas. Cuando el quitosano presenta
una elevada viscosidad disminuye el consumo de pienso, lo que contribuye a un

mayor efecto sobre la ganancia de peso del animal.

e Todas las fibras estudiadas presentan la capacidad de aumentar la excrecion de

lipidos, aunque presentan mecanismos diferentes.

El consumo de PHGG, independientemente de su viscosidad, y MD incrementa la
excrecion esteroles neutros, especialmente en forma de metabolitos secundarios
del colesterol como el coprostanol, pero no de acidos biliares.

El consumo de quitosano, independientemente de su viscosidad, incrementa la
excrecion de esteroles neutros y acidos biliares, pero reduce la bioconversién de

colesterol y acidos biliares primarios a sus respectivos metabolitos secundarios.

e Aunque todas las fibras estudiadas incrementan la excrecién de AG sdlo el quitosano

presenta capacidad fat-binding selectiva.

El quitosano presenta una menor afinidad por los AGS cuanto mayor es la longitud
de cadena del AGS.

El quitosano presenta una gran capacidad de unién a AGI, lo que disminuye la
relacion de AGS/AGI de las heces.

El quitosano es mas eficiente incrementando la excrecién de AGPI n-6 que n-3

cuando es consumido junto con dietas con una elevada relacién de AGPI n-6/n-3.
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= Una mayor viscosidad del quitosano supone una mayor excrecion de AG, pero su

capacidad fat-binding selectiva no se ve afectada.

e Todas las fibras estudiadas presentan efectos hipocolesterolémicos, ya que reducen

los niveles de colesterol tanto en plasma como en higado.

= Tanto en el caso de la PHGG como del quitosano este efecto resulta independiente

de su viscosidad.

= El quitosano presenta ademas la capacidad de evitar un incremento de los niveles

de colesterol causado por dietas hipercolesterolémicas.

e La capacidad fat-binding selectiva del quitosano puede alterar el perfil de AG de

plasma e higado, ya que puede alterar la relacién de AGPI n-6/n-3.
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ABCA1/ G5/ G8
ACAT
AG
AGI
AGMI
AGPI
AGS
ALA
AO
CETP
CCK
CH
DPPP
DHA
ECV
EPA
GG
GLP-1
HDL
HETE
HMG-CoA-red
HP
HV
IDL
OoMS
LA
LCAT
LDL
LDLox
LPL
LV
LRP
MD
NPC1L1

Acido araquidénico

Acidos biliares

ATP-binding cassette transporters A1, G5 o G8
Acyl-CoA: cholesterol O-acyltransferase
Acido graso(s)

Acido(s) graso(s) insaturado(s)

Acido(s) graso(s) monoinsaturado(s)
Acido(s) graso(s) poliinsaturado(s)
Acido(s) graso(s) saturado(s)

Acido a-linolénico

Acido oleico

Proteina transferidora de ésteres de colesterol
Colecistoquinina

Quitosano

Difenil-1-pirenil fosfina

Acido docosahexaenoico
Enfermedades cardiovasculares

Acido eicosapentaenoico

Goma guar

Glucagon-like Peptide 1

Lipoproteina(s) de alta densidad
Acido(s) hidroxieicosatetranoico
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa
Hidroperdéxido

Quitosano de alta viscosidad
Lipoproteina(s) de densidad intermedia
Organizacién Mundial de la Salud
Acido linoleico

Lecitina-colesterol aciltransferasa
Lipoproteina(s) de baja densidad
Lipoproteina(s) de baja densidad oxidada(s)
Lipoproteina lipasa

Quitosano de baja viscosidad

LDL receptor-related protein
Maltodextrina resistente a la digestion
Niemann-Pick C1-Like 1
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NS

PG
PHGG
SCD1
SCFA
SREBP
SR-BI
TAG
TICE
TNF-a
X
VLDL

Esteroles neutros

Prostaglandinas

Goma guar parcialmente hidrolizada
Estearoil-CoA desaturasa

Acido(s) graso(s) de cadena corta
Sterol regulatory binding protein
Scavenger receptor class B type |
Triglicéridos

Transintestinal cholesterol efflux
Factor tumoral necrosis alfa (Tumor necrosis factor alpha)
Tromboxano(s)

Lipoproteina(s) de muy baja densidad
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