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Había una vez dos ranas que cayeron en un recipiente de nata. 
Inmediatamente se dieron cuenta de que se hundían: era imposible 
nadar o flotar demasiado tiempo en esa masa espesa como arenas 
movedizas. Al principio, las dos ranas patalearon en la nata para llegar 
al borde del recipiente. Pero era inútil, solo conseguían chapotear en el 
mismo lugar y hundirse. Sentían que cada vez era más difícil salir a la 
superficie y respirar. 
 
Una de ellas dijo en voz alta: “No puedo más. Es imposible salir de aquí. 
En esta materia no se puede nadar. Ya que voy a morir,  no veo por qué 
prolongar este sufrimiento. No entiendo qué sentido tiene morir agotada 
por un esfuerzo estéril”. Dicho esto, dejó de patalear y se hundió con 
rapidez, siendo literalmente tragada por el espeso líquido blanco. 
 
La otra rana, más persistente o quizá más tozuda se dijo: “¡No hay 
manera! Nada se puede hacer para avanzar en esta cosa. Sin embargo, 
aunque se acerque la muerte, prefiero luchar hasta mi último aliento. No 
quiero morir ni un segundo antes de que llegue mi hora”. 
 
Siguió pataleando y chapoteando siempre en el mismo lugar, sin avanzar 
ni un centímetro, durante horas y horas. Y de pronto, de tanto patalear y 
batir las ancas, agitar y patalear, la nata se convirtió en mantequilla. 
Sorprendida, la rana dio un salto y, patinando, llegó hasta el borde del 
recipiente. Desde allí, pudo regresar a casa croando alegremente. 
 
 
                “NO TE DES POR VENCIDO NI AÚN VENCIDO” 
 
 
                                                                                      (Jorge Bucay) 
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1. RESUMEN 

La mayoría de los alimentos que se ingieren con la dieta son 

sometidos a un tratamiento térmico durante su procesado, cocinado 

y/o almacenamiento. Este calentamiento lleva intrínseco una serie de 

transformaciones que inciden en la aceptabilidad del producto. Una de 

estas transformaciones es la llamada reacción de Maillard, la cual 

genera en sus etapas avanzadas compuestos como la N-εεεε-

carboximetillisina (CML) compuesto que también se produce en 

humanos durante el envejecimiento o en patologías como la diabetes. 

La CML puede unirse a un receptor conocido como RAGE, dando lugar a 

un efecto proinflamatorio. 

El objetivo general de la presente tesis doctoral consiste en 

estudiar el efecto que tiene la ingesta de compuestos avanzados de la 

reacción de Maillard, especialmente la CML sobre la inflamación a nivel 

intestinal. 

Los resultados obtenidos demuestran que la CML proveniente de 

la dieta es capaz de activar el receptor RAGE y bolquear el receptor 

GPR43. De esta forma, la CML promueve la aparición de un desequilibrio 

en el status inmonulógico a nivel intestinal, dando lugar a una 

inflamación de bajo grado. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1.  PARDEAMIENTO QUIMICO 

             El pardeamiento químico (también conocido como 

pardeamiento no enzimático) es un conjunto de reacciones muy 

complejas producidas en los alimentos tratados térmicamente y que da 

lugar a la formación de productos pardos (Cheftel and Cheftel, 1980). Se 

produce durante el procesado y almacenamiento de diversos alimentos, 

se acelera con el calor y se acusa especialmente durante las operaciones 

de cocción, pasteurización, esterilización y deshidratación. Estas 

reacciones provocan modificaciones en el olor, color y sabor de los 

alimentos. Los problemas derivados de este tipo de transformaciones en 

algunos alimentos obliga a la industria alimentaria a establecer normas 

de procesado y control que reduzcan este tipo de alteraciones. 

 El pardeamiento químico puede producir efectos indeseables 

durante la preparación y almacenamiento de alimentos líquidos (leche, 

zumos de frutas y jarabes) y  deshidratados (leche, huevos, carne) 

(Cheftel and Cheftel, 1980) pero también puede producir efectos 

favorables para ciertos alimentos como el pan, cereales de desayuno, 

galletas, asados, caramelos, cerveza, café y chocolate. 

 El pardeamiento químico agrupa las reacciones de degradación 

del ácido ascórbico, caramelización (transformación de carbohidratos) y 

reacción de Maillard (interacción proteína-carbohidrato).  
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2.1.1. DEGRADACIÓN DEL ÁCIDO ASCÓRBICO 

El ácido L-ascórbico o vitamina C es una sustancia muy soluble 

en agua que posee propiedades ácidas y fuertemente reductoras, 

debido a su estructura de enodiol conjugado con el grupo carbonilo de 

una lactona, por lo que es una molécula muy sensible a diversas formas 

de degradación (Finholt et al., 1965).  

La degradación del ácido ascórbico se realiza sin la presencia de 

grupos amino a pH ligeramente ácido, con aw media/alta y temperatura 

moderada (Badui, 2006). Sigue tanto una vía oxidativa (Velísek et al., 

1976) como no oxidativa (Kurata and Sakurai, 1967) produciendo ambas 

diversos compuestos como furfural, 3-hidroxi-2-pirona, ácido 2-

furancarboxílico, ácido acético y 2-acetilfurano. Algunas de estas 

sustancias contribuyen al aroma de ciertos alimentos como es el caso de 

las patatas (Buttery et al., 1970), café (Bondarovich et al., 1967) y  el pan 

(Mulders et al., 1972).  

 

2.1.2. CARAMELIZACIÓN 

La caramelización se presenta cuando los azúcares son 

calentados por encima de su temperatura de fusión. Se produce en 

ausencia de oxígeno y grupos amino, a aw bajas y a pH tanto ácidos 

como básicos. En ella, los monosacáridos forman enoles como paso 

inicial de la reacción (Badui, 2006). Las pentosas generan 2-furaldehido 

como principal producto de degradación, mientras que las hexosas 

producen 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF) y otros compuestos como 
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2-hidroxiacetilfurano e isomaltol. La fragmentación de estos productos 

primarios da lugar a la formación de compuestos como ácido fórmico, 

acetal, diacetilo, ácido acético, etc. Algunos de estos productos poseen 

intenso olor y pueden conferir fuertes aromas deseables o indeseables 

(Fennema, 1993). 

 

2.1.3. REACCIÓN DE MAILLARD 

La reacción de Maillard ocurre principalmente en aquellos 

alimentos que contienen azúcares reductores o lípidos oxidados y 

grupos amino de un aminoácido, péptido o  proteína, que sufren un 

procesado térmico (calentamiento o conservación a temperatura 

ambiente) y se produce por lo general a aw intermedias.  

 

2.1.3.1. Química de la reacción de Maillard 

 La  reacción de Maillard es un conjunto de reacciones químicas 

en cadena que dan lugar a la formación de pigmentos pardos con 

modificaciones del olor, color y sabor de diversos alimentos. Se 

desarrolla a aw intermedias y diversos pH, necesitando un aporte de 

calor moderado (Badui, 2006). Se origina entre el grupo amino de un 

aminoácido, péptido o proteína y el grupo carbonilo de un azúcar 

reductor o un lípido oxidado, dando lugar a los denominados productos 

de la reacción de Maillard (PRMs) (Baxter, 1995). Entre ellos, como 

productos finales, pueden citarse las melanoidinas. 
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Esta reacción es especialmente importante para la industria 

alimentaria, ya que se da con frecuencia durante el almacenamiento de 

los alimentos y en procesos como el horneado, tostado, fritura, etc. 

confiriéndoles nuevos colores, olores, sabores y texturas agradables 

para el consumidor (Rizzi, 1997), aunque también pueden originarse 

sustancias aromáticas y compuestos pardos indeseados (Baltes, 1982). 

Además, la reacción de Maillard puede disminuir el valor nutritivo de los 

alimentos, principalmente el afectar la calidad de las proteínas, debido a 

la destrucción de aminoácidos o disminución de su biodisponibilidad 

(Castrillón et al., 1996) y la de otros nutrientes (Finot, 1993). 

La reacción de Maillard puede dividirse en tres etapas: 

1. Etapa temprana: En esta etapa aún no aparece el 

pardeamiento. Comienza con la condensación entre el grupo carbonilo 

libre de un azúcar reductor o un lípido oxidado y el grupo amino de un 

aminoácido, péptido o proteína que, tras deshidratación, da lugar a una 

base de Schiff inestable que se transforma en glicosamina-N-sustituida. 

Esta reacción es reversible ya que en un medio fuertemente ácido se 

regenera el azúcar y el aminoácido. Las glicosilaminas son más estables 

cuando proceden de aminas aromáticas que de aminoácidos (Rosen et 

al., 1953; Pigman and Jhonson, 1953; Finot and Magnenat, 1981). 

2. Etapa intermedia: En esta etapa se produce la inmediata 

reorganización irreversible de la glicosilamina-N-sustituida. Cuando se 

parte de una aldosilamina-N-sustituida, mediante la transposición de 

Amadori, se genera 1-amino-1-desoxi-2-cetosa, mientras que cuando se 
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parte de una cetosilamina-N-sustituida, mediante la transposición de 

Heyns se genera 2-amino-2-desoxialdosa. Los compuestos de Amadori 

(Mauron, 1981) y de Heyns (McPherson et al., 1988) han sido 

encontrados en diversos alimentos y en el organismo humano.  

La importancia de la transposición de Amadori para la 

producción de colores pardos, fue demostrada por Hodge and Rist 

(1953). Con estos conocimientos se pudo controlar las reacciones de 

pardeamiento en alimentos desecados. Los compuestos de Amadori y 

de Heyns sufren una serie de descomposiciones que varían en función 

del pH o de la temperatura del medio. Estas reacciones comprenden las 

etapas intermedias de la reacción de Maillard y dan lugar a compuestos 

con color y olor. A partir de los compuestos de Amadori pueden seguirse 

tres rutas diferentes: 

- A pH ácido se produce una enolización en posición 1,2 que 

origina compuestos dicarbonílicos (potentes precursores del 

pardeamiento) que dan lugar a 5-hidroximetilfurfural (HMF) o furfural 

(Moye and Krzeminski, 1963) y por el contrario, a pH básico se produce 

una enolización en posición 2,3 que da lugar a reductonas (Cheftel and 

Cheftel, 1980) las cuales pueden deshidratarse para generar 

dehidroreductonas y estas a su vez en etapas más avanzadas pueden 

reaccionar con grupos amino y polimerizar.  

- Los compuestos de Amadori pueden escindirse dando lugar a 

diversos productos de fisión (compuestos dicarbonílicos) como el acetal 

o el diacetaldehido (Nursten, 1986). 
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- La interacción de aminoácidos con los compuestos 

dicarbonílicos, ya sean dehidroreductonas o productos de fisión, se 

conoce como degradación de Strecker y supone la pérdida de 

aminoácidos del alimento (Cheftel and Cheftel, 1980). Como resultado 

de esta degradación se formarán nuevos aldehídos con un carbono 

menos que se elimina como CO2 (Stadtman et al., 1952). 

3. Etapa avanzada: Las etapas finales de la reacción de Maillard 

son complejas y dan lugar a dos tipos de compuestos: las melanoidinas y 

los compuestos avanzados de la reacción de Maillard. 

Las melanoidinas son polímeros pardos producidos mediante la 

condensación de compuestos aminados procedentes de las etapas 

intermedias de la reacción de Maillard (O'Reilly, 1982) como son pirroles 

N-sustituidos, 2-formilpirroles N-sustituidos y 2-furaldehido (Tressl et 

al., 1998). Las melanoidinas varían ampliamente en peso molecular y 

poseen rasgos distintivos en la región visible del espectro (Richards, 

1956; Clark and Tannenbaum, 1970). 

Los compuestos avanzados de la reacción de Maillard conocidos 

“in vivo” como AGEs  se  forman por la oxidación o fragmentación de 

azúcares o sus aductos con proteínas. Estas reacciones están catalizadas 

por especies reactivas del oxígeno (ROS) y peroxinitritos. Uno de estos 

AGES es la llamada carboximetillisina la cual se puede  formar a partir 

de glioxal o glicosaldehido generados a partir de la oxidación de 

azúcares libres (aldosas, cetosas) o aductos de azúcares con proteínas, 
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por oxidación del ácido ascórbico, por peroxidación lipídica y por 

degradación de aminoácidos (serina), entre otros (figura 1). 

 

+NH2 

+2H 

Dehidroreductona

-2H 

Aldosa 
+ 

RNH2 

Glucosilamina-N-sustituida 
-H2O 

1-amino-1-desoxi-2-cetosa 

Transposición de Amadori 

HMF/Furfural Reductonas 
Productos de fisión 

(carbonilos, dicarbonilos) 

-2H2O -2H2O 

aldehídos 

Aldoles 

Degradación 
 de Strecker 

+NH2 

-CO2 

+NH2 

               MELANOIDINAS 
(Polímeros nitrogenados pardeados)  

Figura 1. Esquema de la reacción de Maillard 

2.1.3.2.  Variables y prevención de la reacción de Maillard 

El desarrollo de la reacción de Maillard depende de una serie de 

factores como son la estructura química de los reactantes y su 

concentración, la actividad de agua, el pH, la temperatura y el tiempo de 

calentamiento, la presión hidrostática, etc. (O’Brien and Morrisey, 1989; 

Wijewickreme et al., 1997). 
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Sustratos 

Los principales sustratos involucrados en la reacción de Maillard 

son los grupos carbonilos, principalmente de azúcares reductores 

(aunque también de lípidos oxidados) y los grupos amino, 

principalmente de aminoácidos libres, péptidos o proteínas con grupos 

amino en su cadena lateral. El primer punto a tener en cuenta es que, 

aunque es una reacción isomolecular entre un azúcar y un aminoácido, 

la pérdida del primero es mayor que la del segundo, principalmente 

debido a que tiene lugar otra reacción química al mismo tiempo, como 

es la caramelización (Rufián- Henares et al., 2009a). La intensidad de la 

reacción depende en gran medida de la naturaleza del azúcar implicado 

en el proceso. Así las cetosas favorecen la formación de productos 

intermedios, como los productos de Heyns, mientras que las aldosas 

favorecen la formación de los productos de Amadori.  

Los carbohidratos de bajo peso molecular son más reactivos que 

los de alto peso molecular debido al menor impedimento estérico 

(Stepanenko and Serbyuk, 1950). Así, concentraciones estandarizadas 

de azúcares producen pérdidas de lisina próximas al 16% para los 

disacáridos, 42% para las hexosas y 60% para las pentosas. La 

reactividad de los azúcares es proporcional a la cantidad de forma 

abierta (Burton and McWeeny, 1963). En los isómeros, la configuración 

estereoquímica determina su reactividad. De forma general, el grado de 

pardeamiento en los azúcares decrece en el siguiente orden: (1) 
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pentosas, ribosa > xilosa > arabinosa; (2) hexosas, galactosa > manosa, 

glucosa > fructosa; (3) disacáridos, maltosa= lactosa. 

Hay que tener en cuenta que el azúcar no tiene un grado de 

reactividad absoluta y su comportamiento depende también del estado 

y naturaleza de la proteína con la que reacciona. Así, la rafinosa 

destruye 6 veces más lisina de la lactoalbúmina que de la globulina, 

aunque pentosas y hexosas presentan una reactividad similar en ambas 

proteínas (Overby and Frost, 1952; Frangne and Adrian, 1972).  

Cuando el pardeamiento de Maillard no es deseado se puede 

prevenir eliminando uno de los sustratos, normalmente el azúcar. En el 

caso de huevos deshidratados, se puede oxidar la glucosa a ácido 

glucónico, por medio de glucosa oxidasa o bien eliminarla por 

fermentación. Durante la formulación de ciertos alimentos, 

concretamente alimentos para animales, se evita incorporar azúcares 

reductores, incluso la sacarosa sólo se utiliza en pequeñas dosis y se 

añade lo más tarde posible, después del tratamiento térmico (Cheftel 

and Cheftel, 1980). 

Otras moléculas con grupos carbonilo (Montgomery and Day, 

1965; Pokorny, 1981) como los formados por degradación de Strecker 

(formaldehido, acetal, propional) o los producidos durante la 

degradación de los compuestos de Amadori (furfural e 

hidroximetilfurfural) (Obretenov et al., 1983) pueden reaccionar con los 

grupos amino e iniciar otra vez la reacción. Cuando un alimento 

contiene productos de estas clases la reacción de Maillard puede 
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producirse sin el concurso de los azúcares, como ocurre en el queso o en 

las frutas y zumos de fruta (Clegg, 1964). 

En cuanto a las proteínas, todas ellas son susceptibles de 

reaccionar con los azúcares excepto las proteínas insolubles como la 

queratina. Los α-aminoácidos, que forman junto al grupo carbonilo el 

enlace peptídico, son poco accesibles durante los tratamientos por calor 

y reacciones químicas a diferencia de los α-aminoácidos terminales y los 

que tienen un segundo grupo amino en estado libre como es el caso de 

la lisina. El grupo ε-amino de la lisina es el principal responsable del 

desarrollo de la RM en los alimentos proteicos (Rufián-Henares et al., 

2009b). En la caseína, la cantidad de grupos ε-amino libre es 50 veces 

mayor que la cantidad del grupo α-amino libre, por lo que la pérdida de 

lisina a través del grupo ε es la consecuencia nutricional más grave. 

Cuando una mezcla de caseína y glucosa se calienta, la destrucción de 

histidina alcanza el 17%, la arginina el 22% y la lisina el 46% 

(Erbersdobler et al., 1968; Brown et al., 1973). Cuando la reacción tiene 

lugar con aminoácidos incluidos en una cadena proteica, no todos son 

capaces de reaccionar con los azúcares por encontrarse ocultos en la 

estructura tridimensional, siendo el grupo amino terminal más reactivo, 

seguido de los aminoácidos básicos. 

          La intensidad de pardeamiento es proporcional a la 

concentración de lisina en los alimentos proteicos. Así, las proteínas 

lácteas producen una mayor velocidad de pardeamiento que las 

proteínas de soja (Hackler and Stillings, 1967; Wolf et al., 1977) y estas 
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mayor que las de los cereales (Frangne and Adrian, 1972). La 

destrucción de lisina en productos lácteos es más rápida cuando la 

lactosa es hidrolizada o sustituida por glucosa; en este caso se puede 

llegar a una destrucción de hasta un 50% según el procedimiento 

utilizado para la obtención de leche en polvo (Burvall et al., 1978; Finot 

and Magnenat, 1981).   

Los aminoácidos básicos libres no reaccionan con los azúcares a 

una velocidad marcadamente superior al resto de aminoácidos, sino que 

es la configuración estereoquímica la que determina su 

comportamiento. Así, los porcentajes de pérdida de los aminoácidos 

fenilalanina, metionina, lisina, isoleucina, treonina y valina fueron 57%, 

62%, 69%, 73%, 78% y 80% respectivamente cuando se calentaron con 

glucosa a 120°C (Adrian, 1963). Por otra parte la presencia de 

aminoácidos libres condiciona el desarrollo de la reacción de Maillard 

entre lisina y azúcar, la valina acelera la velocidad de la reacción entre 

lisina-azúcar mientras que la arginina la disminuye.  

Ashoor and Zent (1984) establecieron en sus ensayos una 

clasificación de los aminoácidos en función del grado de pardeamiento: 

- Aminoácidos productores de alto grado de pardeamiento: 

lisina, glicina, triptófano y tirosina.  

- Aminoácidos productores de un grado medio de pardeamiento: 

prolina, leucina, isoleucina, alanina, hidroxiprolina, fenilalanina, 

metionina, valina, ácido glutámico y asparragina. 
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- Aminoácidos productores de un grado bajo de pardeamiento: 

histidina, treonina, ácido aspártico, arginina, ácido glutámico y cisteína. 

Sin embargo, otros autores (Wolfrom and Rooney, 1953) 

estudiaron este mismo efecto en un sistema glucosa-mezcla de 

aminoácidos y encontraron que la mayor intensidad y velocidad de 

coloración se obtenía con la arginina y el ácido 4-aminobutírico, 

seguidos de glicina, alanina, serina y prolina. 

La mezcla de proteínas completas y aminoácidos libres produce 

una mayor pérdida nutricional y a la pérdida de lisina en proteínas 

intactas hay que unir la de los otros aminoácidos (Adrian and Frangne, 

1973).  

En cuanto a la prevención, la transformación del grupo amino en 

amido mediante las transglutaminasas impide la 1a etapa de la reacción 

(Friedman, 1996; Friedman et al. 1990). En alimentos, una mayor 

proporción de azúcares reductores respecto a grupos amino acelera el 

pardeamiento. Esto puede ser debido a diferentes mecanismos de 

destrucción de azúcares y aminoácidos. Jokinen et al., (1976) 

observaron en un sistema compuesto por proteína de soja/glucosa 

calentado a 130°C que la pérdida de glucosa seguía una cinética de 

primer orden, mientras que para la destrucción de lisina era de orden 

cero. El pardeamiento en sistemas modelo aminoácido/azúcar también 

es máximo cuando los azúcares están en exceso. Dworschak and Orsi 

(1977) comprobaron que la proporción molar óptima en un sistema 

metionina/glucosa era de 2:3. 
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El efecto que sobre el pardeamiento ejerce la concentración de 

azúcares reductores depende, así mismo, de la temperatura de 

reacción. Wolf et al., (1977) en un sistema modelo similar al anterior, 

demostraron que un tratamiento térmico de 80°C a 130°C supone un 

incremento de la reacción de 5 a 25 veces respectivamente cuando la 

concentración de glucosa es 10 veces la del aminoácido. 

  

pH 

        El desarrollo de la reacción de Maillard está fuertemente 

condicionado por el pH inicial de los reactantes así como por la 

capacidad tampón del sistema (Ellis, 1959; Nursten, 1980). En general, 

un incremento del pH favorece su desarrollo y la aparición de color 

(Ames, 1990) mientras que a pH ácido la velocidad es mínima y su 

desarrollo escaso (Lea and Hannan, 1949) alcanzando su máximo 

cuando el pH se eleva a 10 (Ashoor and Zent, 1984). El avance de la 

reacción supone una disminución del pH debido a la formación de 

ácidos grasos de cadena corta y a la desaparición de aminoácidos 

básicos (Rufián-Henares et al., 2009a). La reactividad del grupo amino es 

mayor cuando el aminoácido está en forma aniónica y este valor 

depende del carácter ácido-base del aminoácido. En aminoácidos ácidos 

(ácido aspártico y glutámico) la forma aniónica se produce a pH 3, pero 

en aminoácidos básicos (lisina y arginina) se necesita un pH de 10 (Song 

and Chichester, 1967; Powell and Spark, 1971). A pH mayor de 10, el 

descenso de protones necesario para la catálisis de la reestructuración 
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de Amadori y Heyns, puede ser la causa del descenso de esta reacción 

(Carson, 1955; Isbell and Frush, 1958). 

 Si estudiamos el efecto del pH en los alimentos, podemos 

distinguir: 

a) Alimentos cuyo pH está comprendido entre 6 y 8 (leche, 

huevos, cereales, carnes) en los que las condiciones son favorables a la 

reacción de Maillard. Un descenso del pH permite atenuar el 

pardeamiento durante la deshidratación, pero modifica 

desfavorablemente los caracteres organolépticos. 

b) Alimentos cuyo pH está comprendido entre 2.5 y 3.5 (zumos y 

concentrados de frutas ácidas). Estos productos son pobres en 

aminoácidos y la reacción de Maillard aparece de forma muy débil. Es la 

degradación del ácido ascórbico, así como la caramelización de los 

azúcares, la responsable del pardeamiento. Estas reacciones están 

catalizadas por el ácido cítrico y algunos aminoácidos presentes. 

c) Alimentos de pH intermedio (conservas vegetales, alimentos 

fermentados, miel, salsas, sopas) en los que puede ocurrir 

simultáneamente la reacción de Maillard y la degradación del ácido 

ascórbico. 

 

Actividad de agua 

          Uno de los factores que más influencia tiene en el desarrollo de la 

reacción de Maillard es el agua presente en los alimentos, expresado 

como actividad de agua (aw) (Labuza and Saltmarch, 1981; Ames, 1990). 
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La velocidad de la reacción aumenta de manera exponencial con el 

contenido de humedad del sistema (Labuza et al., 1970) hasta un 

máximo de aw entre 0.3 y 0.7 (Karel, 1960; Heiss, 1968) y ya a partir de 

0.8 la velocidad de reacción disminuye debido a la dilución del soluto en 

la fase acuosa (Kane and Labuza, 1989). 

            Esta cinética se explica de la siguiente forma: con un contenido 

en agua muy bajo está frenada la difusión de especies químicas entre sí. 

La adición o aumento del agua facilitan la difusión de los reactantes 

(Schwart and Lea, 1952; Wolfron and Rooney, 1953; Labuza et al., 1970) 

y aumenta la velocidad de pardeamiento. Sin embargo, con cantidades 

superiores de agua, las concentraciones de sustancias reactivas en 

solución disminuyen y se reduce, de acuerdo con la ley de acción de 

masas, la velocidad de la reacción (Eichner and Karel, 1972). En sistemas 

con una humedad pequeña o nula la reacción de Maillard podría 

proseguir por el agua que aparece en las deshidrataciones de las 

primeras etapas de la reacción (Adrian, 1982).  

El estado fisicoquímico en sistemas de alimentos puede también 

afectar a la reacción de Maillard. La isoterma de sorción dependerá de si 

el sistema es cristalino o amorfo y de otros factores tales como el 

porcentaje en grasa (O’Brien and Morrisey, 1989). A bajas aw un sistema 

de alimentos amorfo absorbe más agua en el espacio que hay entre las 

moléculas, mientras que en un sistema cristalino, la absorción del agua 

sólo puede darse en la superficie del entramado del cristal. En alimentos 

desecados como la leche en polvo, un cambio del estado amorfo al 
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cristalino ocurre a valores de  aw = 0.6 a 0.7 (O’Brien and Morrisey, 

1989). La fase amorfa absorbe agua hasta que las moléculas adquieren 

suficiente movilidad y espacio para formar el entramado del cristal. 

Como la cristalización se ha iniciado, el agua es expulsada y puede 

quedar atrapada en áreas localizadas del alimento (Erbersdobler, 1971). 

Este agua está entonces disponible para la interacción con otros 

componentes y afectará al grado de la reacción de Maillard, a no ser que 

se evapore (Erbersdobler and Zucker, 1966). 

Por lo general, es durante la deshidratación cuando los riesgos 

de pardeamiento son mayores y en especial en la fase del proceso en 

que el contenido en agua es inferior al 20% y la temperatura es elevada. 

Tratamientos a temperaturas más bajas presentan el inconveniente de 

alargar el proceso de deshidratación y el alimento permanece más 

tiempo con un contenido crítico de agua. Así  por ejemplo en la 

elaboración de pan la baja actividad de agua favorece la formación de 

color durante el horneado pero a medida que avanza la cocción, 

aumenta la temperatura y disminuye la actividad de agua por lo que se 

acelera el pardeamiento y acumulación de compuestos coloreados en la 

corteza (Purlis, 2010). 

 

Temperatura 

 La reacción de Maillard se produce tanto a temperatura 

ambiente (durante el almacenamiento) como a altas temperaturas 

(esterilización). A mayor  temperatura el desarrollo de la reacción de 
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Maillard es  más intenso aunque el factor clave no solo es la 

temperatura utilizada sino el tiempo empleado. Así se puede obtener el 

mismo grado de pardeamiento si el producto se calienta a una 

temperatura elevada durante un periodo de tiempo corto como si el 

tiempo empleado es mayor y la temperatura que se alcanza es menor. 

Por eso es importante tener en cuenta que la mejor variable para 

predecir el pardeamiento es la carga de calor: cantidad de calorías 

aplicadas al producto. Este valor puede obtenerse multiplicando el 

tiempo de calentamiento (en minutos) por la temperatura (en grados 

centígrados) (Rufián-Henares et al., 2009a).   

 Debido a las fuertes energías de activación de algunas de las 

reacciones de pardeamiento, no deben someterse los alimentos a 

tratamientos térmicos demasiado enérgicos y además hay que 

conseguir que el almacenamiento sea a una temperatura moderada 

para minimizar el avance de la reacción de Maillard.  

 

Presencia de metales 

 La presencia de cationes metálicos afecta a la reacción de 

Maillard ya que mediante reacciones de oxidación pueden favorecer la 

formación de compuestos dicarbonílicos que participan en la reacción 

(Wolf, 1996) o bien de complejos capaces de catalizarla (Kato et al., 

1981; O´Brien et al., 1994) y por tanto incrementar el desarrollo del 

pardeamiento. Las sales de cobre e hierro aceleran la reacción mientras 

que el manganeso la inhibe (Bohart and Carson, 1955). Hay que hacer 
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notar que los primeros estudios atribuyen efectos a los cationes 

metálicos debidos al descenso del pH que se produce en su 

incorporación al sistema (Powell and Spark, 1971). 

   

2.1.3.3. Consecuencias nutricionales de la reacción de Maillard 

Pérdida de aminoácidos esenciales  

 La reacción de Maillard reduce el valor nutritivo de los alimentos 

al disminuir la biodisponibilidad de los aminoácidos esenciales (O’Brien 

and Morrisey, 1989). Esta reducción se produce aunque no se observen 

cambios en el color y aroma de los alimentos (Mauron, 1981) y se debe 

a la destrucción de aminoácidos mediante la reacción de Maillard. La 

lisina es el aminoácido más afectado de la reacción de Maillard, no 

obstante, el tratamiento térmico de los alimentos produce pérdida de 

otros aminoácidos esenciales como aminoácidos azufrados (Adrian, 

1982; Bjorck et al., 1983), triptófano (Bjorck et al., 1983) e histidina (Lee 

et al., 1982). 

La base de Schiff formada en la primera etapa de la reacción deja 

nutricionalmente disponible al aminoácido (Finot and Mauron, 1972; 

Finot et al., 1978; Finot and Magnenat, 1981) pero no sucede lo mismo 

con el compuesto de Amadori. Finot (1990) demostró que sólo un 5-15% 

de la N-ε-fructosil-lisina administrada a animales de experimentación es 

utilizada como fuente de aminoácido. Erbersdobler et al., (1989 y 1991) 

observan que el 90% de la N-ε-fructosa-lisina administrada oralmente a 

42 personas voluntarias en forma de caseína glicosilada no se 
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encontraba en orina ni en heces e indica que puede ser metabolizada 

por la microbiota intestinal.  

 Un nivel bajo de aminoácidos (<0.5%) pueden ser generados in 

vivo a partir de los compuestos de Amadori (Sgarbieri et al., 1973; Finot 

et al., 1978; Finot and Magnenat, 1981; Perkins et al., 1981). La 

microbiota intestinal puede ser la responsable de la regeneración de 

estos aminoácidos (Finot and Magnenat, 1981).  

 La pérdida nutricional del alimento depende del tipo de proteína, 

carbohidrato, severidad del tratamiento y binomio tiempo/temperatura. 

Estudios en ratas alimentadas con diferentes tipos de proteína y 

combinadas con un 10% de carbohidratos tratados en autoclave (Knipfel 

et al., 1975) muestran que:  

a) El peso ganado por ratas alimentadas con proteínas de huevo, 

independientemente del carbohidrato, es menor que el de las ratas 

alimentadas con proteínas de leche y soja y la utilización proteica neta 

de la caseína es mayor que la obtenida con proteínas de huevo y soja. 

b) La digestibilidad de la proteína de huevo es menor que la de 

soja y leche. 

c) La presencia de glucosa o fructosa reduce el valor nutritivo en 

una proporción mayor que cuando el tratamiento se realiza sólo con 

proteína. La celulosa y el almidón tienen poco efecto sobre el valor 

nutricional. 

 La suplementación de alimentos tratados térmicamente con 

aminoácidos de síntesis no restituye el valor nutricional inicial del 
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alimento. Rao et al., (1963) demostraron que cuando la caseína se 

calentaba con glucosa el coeficiente de eficacia proteica (CEP) pasaba de 

2.6 a 0.7 y cuando se adicionaba lisina y metionina  se elevaba a 2.2; 

resultados similares se obtienen en leche en polvo. 

La digestibilidad del nitrógeno y la liberación in vitro de 

aminoácidos por hidrólisis enzimática es menor que el porcentaje de 

pérdida o bloqueo de  lisina. Una destrucción de un 52% de lisina y un 

2% de metionina se produce cuando se calienta soja a 120°C durante 4 

horas y sin embargo la proteolisis de estas muestras indica que la 

digestibilidad se reduce en un 72% para la lisina y 42% para la metionina 

(Riesen et al., 1947). 

 La fracción de aminoácidos útiles in vitro es siempre mayor que 

el CEP. Pérdidas de un 15% de lisina y 35% de metionina en carnes 

muestran una disminución de un 50% en la utilización proteica neta 

(Donoso et al., 1962). Además, el porcentaje de aminoácidos es menor 

que la digestibilidad obtenida sobre todo para la metionina, lisina y 

treonina (Bruggemann and Erbersdobler, 1968; Erbersdobler et al., 

1972). Las proteínas que permanecen tienen menor eficacia nutricional. 

A pequeñas dosis, las premelanoidinas formadas (8,5-50,0 mg de 

nitrógeno degradado/kg de dieta) poseen un efecto beneficioso, ya que 

gracias a su aroma y sabor estimulan la ingestión de alimentos. En los 

casos más favorables se ha observado un incremento de un 40%, lo que 

ha producido un aumento en peso de los animales de experimentación 

del 25% (Adrian et al., 1966). Sin embargo, a grandes dosis, el nitrógeno 
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degradado de las premelanoidinas no es útil aunque sea retenido y su 

presencia es perjudicial para el organismo. En animales de 

experimentación se obtienen pérdidas de peso de 1.36 g/día (dieta libre 

de nitrógeno y premelanoidinas) frente a 1.13 g/día en el control (dieta 

libre de nitrógeno) (Adrian and Frangne, 1973).  

 

Efecto sobre los enzimas digestivos 

La reacción de Maillard produce cambios en la estructura 

proteica que impiden la acción de las peptidasas digestivas en las 

proximidades de los enlaces cruzados. In vitro se observa una mayor 

cantidad de péptidos y  menor de aminoácidos libres (Ford and Salter, 

1966; Adrian and Frangne, 1973) e in vivo un descenso de la 

digestibilidad (Adrian and Frangne, 1973). 

Junto a estos efectos se ha observado que algunos componentes 

de la reacción de Maillard pueden inhibir la actividad de los enzimas 

digestivos. Adrian and Frangne, (1973) demostraron que los productos 

hidrosolubles (premelanoidinas) del sistema de reacción glucosa/glicina 

inhibían la proteolisis in vitro de globulinas de soja, seroalbúminas y α-

lactoalbúminas por el sistema pepsina/tripsina/erepsina y que la tripsina 

es el enzima más afectado por la presencia de productos de Maillard. En 

otros ensayos (O’Brien and Morrisey, 1989), las cantidades de lisina y 

metionina resultantes de la digestión proteolítica de péptidos en 

presencia de compuestos pardos, eran inferiores a las determinadas en 

ausencia de los mismos. 
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 Los efectos inhibidores de los productos de bajo peso molecular 

sobre la actividad de algunas enzimas fueron confirmados por Oste et 

al., (1986, 1987). La tripsina, las carboxipeptidasas A y B, la 

aminopeptidasa N y la enzima citosólica glicina-leucina dipeptidasa, se 

afectan por estos compuestos. No se vieron afectadas la 

dipeptidilpeptidasa IV o la prolina dipeptidasa. 

 Las disacaridasas intestinales también pueden verse afectadas. 

Los productos de Maillard de bajo peso molecular son inhibidores in 

vitro de la lactasa, invertasa, maltasa y trehalasa, a concentraciones de 5 

a 10 mg/ml (Oste et al., 1985). Los compuestos de alto peso molecular 

también causan inhibición a concentraciones de 1.4 a 2.8 mg/ml. 

Cuantitativamente sólo estos últimos parecen tener importancia en la 

disminución de la actividad enzimática (Oste et al., 1983, 1985). Por el 

contrario, otros autores afirman que la administración oral de 

melanoidinas a ratas incrementa la actividad disacaridasa de los enzimas 

del intestino delgado de forma proporcional a la dosis (Gomyo and 

Miura, 1986). 

 Moughan et al., (1996) han sugerido que los compuestos de la 

reacción de Maillard podrían incluso complicar la absorción y 

digestibilidad del nitrógeno que ha quedado sin reaccionar. En un 

estudio realizado con dietas animales ricas en caseína, estos autores han 

encontrado menor digestibilidad de la lisina intacta tras el tratamiento 

térmico frente a la lisina de la misma dieta sin tratar. 
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Efecto sobre las vitaminas 

La influencia que ejercen los compuestos de la reacción de 

Maillard sobre las vitaminas no es del todo conocida. Algunas 

premelanoidinas pueden reaccionar con las vitaminas y destruirlas. Ford 

et al., (1983) demostraron la pérdida de tiamina (vitamina B1) y 

piridoxina (vitamina B6) durante el  almacenamiento de leche en polvo 

durante 9 semanas a 60°C. La tiamina tiene un grupo amino y la 

piridoxina tiene un grupo aldehído por lo que ambos pueden, 

teóricamente, participar en la reacción de Maillard. A 70°C la 

destrucción de las vitaminas B1, B6, B12 y B5 (ácido pantoténico) era más 

rápida y ocurría de forma paralela a la degradación de la lactulosa-lisina 

y a la aparición de productos de la reacción de Maillard. Otros autores 

(Finot and Furniss, 1989) encontraron pérdidas similares de vitaminas 

B1, B6, B12 y ácido pantoténico mientras que el ácido nicotínico (vitamina 

B3) y la biotina (vitamina B8) eran relativamente insensibles. 

 La destrucción del ácido ascórbico en algunos alimentos está 

estrechamente relacionada con la reacción de Maillard (Archer and 

Tannenbaum, 1979). El ácido dehidroascórbico reacciona, vía Maillard, 

con los compuestos amino de los alimentos para formar pigmentos 

rojos y pardos (Namiki et al., 1986; Ishii et al., 1986). La pérdida 

nutricional de esta vitamina por la reacción de Maillard es insignificante. 

En las condiciones de almacenamiento y procesado habituales, gran 

parte del ácido ascórbico se destruye antes de que la reacción de 

Maillard tenga carácter significativo (Archer and Tannenbaum, 1979). 
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Efecto sobre los minerales 

Los productos de la reacción de Maillard interfieren con el 

metabolismo de los minerales, aunque la naturaleza de las interacciones 

entre ambos es aún poco conocida. La importancia de las uniones de los 

productos de la reacción de Maillard con los metales ha sido estudiada 

por diversos autores. Así, en 1975 Hrdlicka realizó un ensayo in vitro en 

el que señalaba que al calentar mezclas de glucosa-glicina o fructosa 

glicina en presencia de sales de Fe+3 y Cu+2, se originan pigmentos 

insolubles (melanoidinas) que actúan como agentes quelantes de dichos 

cationes, de manera que al ser introducidos en dietas para animales 

podrían afectar la biodisponibilidad de los cationes.   

Rendleman (1986), en sus estudios de quelación de minerales 

por los productos de la reacción de Maillard en alimentos, demuestra 

que panes elaborados con leche presentan una mayor afinidad por el 

cobre y calcio que los que no la llevan como ingrediente. Al poseer la 

caseína una mayor afinidad por el calcio cuando se calienta junto con 

lactosa, este autor concluye que el efecto observado en los panes 

elaborados con leche se debe también a los productos de Maillard. 

Posteriormente, Rendleman and Inglet (1990) han propuesto que dos 

iones H+ son sustituidos por un ión Cu2+  que se une así a las 

melanoidinas.  

La hipótesis del desplazamiento de los hidrogeniones ha sido 

constatada por O’Brien et al., (1994), quienes afirman que el 

desplazamiento de protones es evidente en la mayoría de los sistemas 
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estudiados. Estos autores sugieren que existe un orden de afinidad para 

acomplejar los distintos minerales: 

Mg > Cu = Ca > Zn 

La capacidad de complejación de metales podría explicar algunos 

efectos como la inhibición de metaloenzimas (Carboxipeptidasas A y B) 

(Schnepf and Satterlee, 1986), el efecto inhibidor de los compuestos de 

Maillard en el transporte de metales en el intestino delgado (Schnepf 

and Satterlee, 1986) y el efecto antibiótico que poseen estos 

compuestos (Einarsson et al., 1988). 

 

2.1.3.4. Control de la reacción de Maillard  

Todos los parámetros enumerados anteriormente pueden ser 

manipulados en el laboratorio trabajando con sistemas modelos y hacer 

que la velocidad de la reacción sea controlable. Sin embargo, dada la 

complejidad química que presentan los alimentos, en un ambiente real 

sólo es posible modificarlos moderadamente (Labuza and Schmidl, 

1986). La reducción del pH, de la temperatura y de la actividad del agua 

inhibe la reacción considerablemente, aunque en ocasiones lograrlo 

resulta imposible, técnica y económicamente. 

Antiguamente, una de las formas más comunes para controlar la 

reacción de pardeamiento consistía en la adición de sulfitos, 

metabisulfitos o anhídrido sulfuroso; sin embargo, los cambios en la 

legislación de diferentes países, provocados por los efectos adversos de 
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los sulfitos y compuestos similares, han obstaculizado el uso de los 

sulfitos, provocando la búsqueda de otras alternativas.  

Existen muchos compuestos que inhiben el mecanismo de la 

reacción de Maillard en ensayos de laboratorio, por ejemplo los 

cianuros, la hidroxilamina, las hidracinas, los mercaptanos, los bromuros 

y las sales de estaño. Sin embargo, son muy tóxicos o confieren olores 

indeseables. 

Un método adecuado para el control es la optimización de los 

procesos térmicos. Para evitar la activación energética de las reacciones 

implicadas en los fenómenos de pardeamiento, es una medida 

aconsejable trabajar con tratamientos térmicos poco intensos y 

conservar el alimento en almacenes a temperaturas moderadas (Badui, 

2006). 

Para evitar los fenómenos de pardeamiento existen casos de 

alimentos en los que es posible eliminar el monosacárido presente, 

como ocurre en la elaboración de huevos desecados en los que la poca 

glucosa  contenida  en el huevo se oxida por medio de la enzima glucosa 

oxidasa a ácido glucónico, o bien se elimina por fermentación. En el caso 

de las patatas se puede conseguir, mediante un almacenamiento a 20⁰C 

durante dos semanas, un proceso conocido con el nombre de 

reacondicionamiento. Por otro lado, la conversión del grupo amino en la 

función amida por la actividad de enzimas transglutaminasas permite 

impedir que se pueda producir la primera etapa de la alteración (Bello 

Gutiérrez, 2000). 
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2.1.3.5. Consecuencias del desarrollo de la reacción de Maillard en 

alimentos y efectos de su consumo 

Se han estudiado distintas propiedades de los productos de la 

reacción de Maillard alimentarios: 

- Poder quelante, en el café (Homma et al., 1986; Homma and 

Murata, 2001) y tostadas (Rendleman, 1987). 

- Capacidad antioxidante, en el café (Borrelli et al., 2002),  pan 

(Borrelli and Fogliano, 2005),  galletas (Martín et al, 2009) y 

patatas fritas (Serpen et al., 2007). 

- Potencial prebiótico de la corteza de pan (Borrelli and Fogliano, 

2005). 

Por todo ello parece evidente que el consumo de estos 

compuestos puede acarrear consecuencias beneficiosas y perjudiciales. 

 

A. Efectos negativos 

A.1. Reducción del valor nutritivo 

Tal y como se ha comentado anteriormente, la reacción de 

Maillard puede dañar seriamente el valor nutricional de los alimentos a 

través de la destrucción de aminoácidos esenciales y de la producción 

de compuestos antinutritivos y tóxicos, así como la inhibición de 

diversos enzimas necesarios para realizar la digestión de los alimentos.  
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 A.2. Aparición de sustancias con actividad mutagénica y/o 

carcinogénica. 

El tratamiento térmico es muy común durante el procesado y/o 

cocinado, así como durante la conservación de los alimentos. Los 

tratamientos térmicos de esterilización, fritura, tostado, horneado, etc. 

alcanzan temperaturas de hasta 220°C. Estos procesos llevan intrínsecos 

una serie de transformaciones en el alimento que conducen a la 

formación de nuevos compuestos que inciden, de manera general, en la 

aceptabilidad del producto por el consumidor. Sin embargo, en algunos 

casos, el empleo de altas temperaturas, en combinación con otros 

factores externos al alimento, puede dar lugar a la formación de algunos 

compuestos tóxicos que reduzcan el valor biológico, incidiendo en la 

seguridad de los mismos. Estas sustancias químicas se denominan 

contaminantes químicos de procesado. Los contaminantes químicos de 

procesado son compuestos que no estaban presentes en el alimento 

fresco y que su génesis está directamente relacionada con el proceso 

tecnológico y/o culinario aplicado. La mayoría de estos compuestos 

están relacionados con actividades mutagénicas, teratogénicas, 

carcinogénicas, etc., en organismos vivos y por ello debe de evaluarse y, 

si es necesario, ejercer las medidas de control necesarias por parte de 

las Agencias de Seguridad Alimentaria estatales correspondientes. Se 

conocen una serie de contaminantes químicos de procesado como son 

las aminas heterocíclicas, los hidrocarburos aromáticos policíclicos (ej. 

benzopireno), N-nitrosaminas,  monocloropropanodioles (ej. 3-MCPD), 
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furano  y recientemente y de gran importancia acrilamida e 

hidroximetilfurfural. 

 

Acrilamida  

 En Abril de 2002, la Agencia Sueca de Seguridad Alimentaria 

informó de los altos niveles de acrilamida detectados en diversos 

alimentos fritos de alto consumo en la dieta occidental (Tareke et al., 

2002). Los niveles excedían ampliamente las recomendaciones de 0.5 

µg/kg de la OMS (OMS, 1996) para agua de consumo y de los 10 µg/kg 

de la legislación europea sobre migración química en envolturas 

plásticas (E.C. Commission Directive 92/39/EEC). Estos resultados fueron 

rápidamente confirmados por diversas agencias de seguridad 

alimentarias y organismos mundiales de control alimentario. La 

acrilamida ha sido definida por la IARC (International Agency for 

Research on Cancer) como un probable agente carcinogénico para 

humanos (IARC, 1994). 

 Hasta la fecha diversos mecanismos teóricos han sido propuestos 

para explicar la formación de acrilamida en los alimentos procesados 

térmicamente (Mottram et al., 2002; Stadler et al., 2002; Zyzak et al., 

2003). Las investigaciones apuntan a que muy probablemente la 

acrilamida se forme mayoritariamente a partir de la reacción de 

Maillard, donde la asparragina sea el principal reactante en sistemas 

ricos en carbohidratos. En concreto, el contenido en asparragina 

representa el 40% del total de aminoácidos de la patata, lo que hace a 
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esta matriz especialmente sensible (Martín and Ames, 2001). De hecho 

las matrices alimentarias ricas en carbohidratos, como los derivados de 

la patata, eran las que presentaban mayores niveles de acrilamida en los 

estudios iniciales de la Agencia Sueca. Diferentes organismos 

internacionales pusieron su atención en evaluar la incidencia de la 

presencia de acrilamida en la dieta y, concretamente, su relación con el 

consumo de patatas fritas. 

 

Hidroximetilfurfural  

El hidroximetilfurfural (HMF) es un compuesto que se forma en 

grandes cantidades a partir del procesado térmico de los alimentos. Uno 

de sus metabolitos, el sulfoximetilfurfural (SMF) posee una actividad 

mutagénica y nefrotóxica bastante elevada, aunque hasta la fecha  no se 

ha podido evidenciar su formación  in vivo. El HMF está presente en 

niveles altos en muchos alimentos, encontrando concentraciones 

particularmente altas (hasta 9,5 g/Kg) en vinos dulces y vinagre 

balsámico (Bachmann et al., 1997; Hussoy et al., 2008). Sin embargo, el 

café es la mayor fuente de exposición en muchas personas debido a las 

grandes cantidades consumidas de este alimento (Murkovic and Pichler, 

2006). La ingesta diaria estimada de HMF oscila entre los 30-150 

mg/persona (Ulbricht et al., 1984; Janzowski et al., 2000; Rufián-

Henares and de la Cueva, 2008).  

Aunque el HMF es inactivo en los test estándares de evaluación 

genotóxica (Janzowski et al., 2000; Glatt and Sommer, 2006), se ha 
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observado que la administración de concentraciones altas de HMF a 

ratas induce y promueve la formación de lesiones preneoplásicas en 

diferentes órganos (Zhang et al., 1993). Así mismo, en un estudio 

realizado a través del Programa Nacional de Toxicología de los EE.UU. se 

ha visto que incrementa la incidencia de adenomas hepatocelulares en 

ratones hembra. Diversos estudios han mostrado que el HMF sufre una 

activación metabólica hasta un éster alílico conocido como SMF gracias 

a la acción de las sulfotransferasas, enzimas que se ignoran en los test 

de genotoxicidad estándares. El SMF, al contrario que el HMF, forma 

aductos de ADN y se muestra carcinogénico a nivel hepático sin requerir 

un sistema activador (Glatt and Sommer, 2006; Surh et al., 1994). 

Recientemente se ha observado que el SMF es nefrotóxico (Nadiya et 

al., 2009), ya que se produce una reabsorción tubular que conduce a 

necrosis y agregados proteicos en los túbulos proximales. 

 

B. Efectos positivos 

B.1. Actividad antioxidante  

Una de las características positivas más conocidas de la reacción 

de Maillard es su acción antioxidante, ya que algunos de los compuestos 

generados tienen propiedades antioxidantes. En los últimos años se ha 

incrementado el estudio de las diferentes propiedades funcionales de 

las melanoidinas. Su actividad antioxidante resulta especialmente 

interesante ya que se forman de manera natural en el alimento durante 

su procesado o su almacenamiento (Bendinghaus and Ockerman, 1995). 
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Las melanoidinas pueden llevar ligados compuestos de bajo peso 

molecular, unidos a su esqueleto de manera no covalente y que 

normalmente ocupan el centro de la estructura melanoidínica 

(Cammerer et al., 2002; Delgado-Andrade et al., 2005). En un estudio 

reciente (Rufián-Henares and Morales, 2007) donde se pretendía 

conocer la actividad antioxidante de las distintas fracciones de las 

melanoidinas usando diferentes sistemas modelo azúcar- aminoácido, 

se observó que los compuestos de bajo peso molecular unidos a las 

melanoidinas tenían una actividad antioxidante mayor que las propias 

melanoidinas. Así ensayos de ABTS y DPPH de este estudio muestran 

que la actividad antioxidante de los compuestos unidos a las 

melanoidinas es mayor que la de las propias melanoidinas. 

  El mecanismo de la actividad antioxidante de estas melanoidinas 

no se conoce muy bien, pero se cree que se basa en la habilidad para 

atrapar las especies electrofílicas cargadas positivamente, en la 

eliminación de los radicales de oxígeno y/o la quelación de metales para 

formar complejos inactivos (Delgado-Andrade et al., 2005).  

 

B.2. Efecto antimutagénico  

Debe hacerse referencia también al efecto antimutagénico de los 

compuestos de Maillard, bien por las modificaciones químicas o 

enzimáticas que inducen o por su efecto supresor de las alteraciones 

sobre el DNA inducidas por agentes mutágenos (Kada et al., 1985). 
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B.3. Acción antimicrobiana 

En ciertos productos de la reacción de Maillard se ha 

manifestado una acción antimicrobiana. Las experiencias de Einarsson 

(1987) mostraron que 20 géneros distintos de bacterias disminuían o 

inhibían su tasa de crecimiento en presencia de los productos de la 

reacción de Maillard (PRMs) originados de diversas maneras. En ensayos 

posteriores, Einarsson and Eriksson (1990) compararon este efecto 

antibacteriano con el del ácido sórbico a distintos niveles de pH y 

temperatura. Los resultados mostraron la gran influencia de estos 

parámetros en la eficacia de la acción antibiótica. Más recientemente, 

Rufián-Henares and Morales (2008)  han encontrado que las 

melanoidinas presentes en alimentos como la cerveza y  galletas pero 

sobre todo las melanoidinas del café, tienen acción bacteriostática y 

bactericida, en función de la concentración que se utilicen. Esta acción 

antimicrobiana se ha puesto de manifiesto con distintos tipos de 

bacterias, ya sean Gram + o Gram – como por ejemplo las especies 

Staphyloccocus aureus y Escherichia coli. El mecanismo de acción por el 

que las melanoidinas ejercen acción bactericida se debe a que estas 

melanoidinas son capaces de quelar iones Mg+2 presentes en la 

membrana de las bacterias, éstas se desestabilizan y mueren (Rufián-

Henares and Morales, 2008). En el caso de la acción bacteriostática 

existen dos mecanismos de acción: por un lado, las melanoidinas son 

capaces de quelar el hierro necesario para el metabolismo bioquímico 

de las bacterias y por otro lado, las melanoidinas son capaces de quelar 
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los sideróforos que sintetizan algunas bacterias ante la falta de hierro. 

De esta forma, en ambos casos se detiene el crecimiento bacteriano (de 

la Cueva and Rufián-Henares, 2009). 

 

B.4. Carácter antialérgico 

Algunos productos intermediarios de la reacción de Maillard 

tienen acción antialergénica, tal es el caso de la base de Schiff formada 

durante el primer escalón de la reacción y que es biológicamente 

disponible. Esto se apoya en que unas condiciones suaves de 

calentamiento de los alimentos ricos en proteínas y carbohidratos 

pueden reducir la antigenicidad y posiblemente modificar la respuesta 

alergénica (Friedman, 1996) aunque debe también apuntarse que tales 

reacciones son capaces de introducir nuevos determinantes antigénicos 

dentro de la proteína alimentaria (Laligant et al., 1995). 

Queda patente que la mayor parte de los efectos se refieren a 

alimentos aislados pero poco se sabe de la ingesta total de estos 

compuestos en la población ni de los efectos nutritivos y fisiológicos 

globales de su consumo. Esta situación debería investigarse para tratar 

de conocer mejor los aspectos positivos y negativos de su ingesta 

sobretodo porque en la actualidad los hábitos de consumo, 

especialmente en jóvenes que se alimentan de snacks y fast-food, se 

basa en el consumo de alimentos con gran contenido en estos 

compuestos, en detrimento de los alimentos  tradicionales (Amorin, 

2000; Serra-Majem et al., 2002). 
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2.1.4. COMPUESTOS AVANZADOS  DE LA REACCIÓN DE MAILLARD-

AGEs 

Los compuestos avanzados de la reacción de Maillard son 

aquellos que se forman durante el procesado térmico y almacenamiento 

de los alimentos, pero que también se conocen con el nombre de 

compuestos avanzados de glicosilación (AGEs) cuando se forman en el 

organismo humano. Los AGEs que se forman en el organismo por el 

estrés oxidativo fueron descritos en la literatura científica a principio de 

los años 80 del pasado siglo en pacientes diabéticos (Brownlee et al., 

1984) encontrando una relación entre el contenido de AGEs en plasma y 

tejidos y el avance de patologías asociadas con el desarrollo de la 

diabetes como cataratas, nefropatía diabética, inflamación crónica, 

enfermedad de Alzheimer o cáncer (Ishiguro et al., 2005; Ramasamy et 

al., 2005a, 2005b; Thornalley, 1999; Valente et al., 2010; Abraham et al., 

1989; Makita et al., 1991). Estos efectos se deben a la interacción de los 

AGEs con un receptor específico para ellos conocido como RAGE 

(Chavakis et al., 2003). Por ejemplo, la CML (carboximetillisina) y CEL 

(carboxietillisina) presentes en tejidos y plasma sanguíneo son dos de 

los ligandos fisiológicos del RAGE.  

La formación de estos compuestos avanzados de la reacción de 

Maillard o AGEs  se produce por la reacción entre las cadenas laterales 

de los aminoácidos esenciales lisina y arginina y los grupos 1,2-

dicarbonilos (glioxal, metilglioxal, etc.) procedentes bien de la oxidación 

de los productos de Amadori (Hodge, 1953) como de la base de Schiff 
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(Hayashi and Namiki, 1986) o directamente de la autooxidación de 

hidratos de carbono como la glucosa (Wolff and Dean, 1987) tal y como 

se observa en la figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Rutas metabólicas de formación de AGEs a partir de glucosa 

 

Existe una gran cantidad de publicaciones sobre los AGEs pero en 

realidad son pocos los compuestos que se han podido identificar y 

cuantificar, señalando entre ellos la  carboximetillisina, pirralina, 

pronillisina y pentosidina. 

 

2.1.4.1. Carboximetillisina y otros AGEs  

El primer compuesto avanzado de la reacción de Maillard 

detectado en los alimentos fue la N-εεεε-carboximetillisina (Hartkopf and 

Erbersdobler, 1994; Drusch et al., 1999). La CML se forma en su mayor 

parte por la oxidación de los productos de Amadori (entre un 3 - 10% de 
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ellos se oxida hasta CML) aunque también es posible por otros 

mecanismos (Ahmed et al., 1986; Fu et al., 1996) como la oxidación de 

compuestos dicarbonílicos (glioxal, metilglioxal) provenientes de la 

oxidación de las bases de Schiff, de la oxidación de monosacáridos 

(aldosas, cetosas), de la oxidación del ácido ascórbico, de la 

peroxidación lipídica e incluso de la degradación de aminoácidos como 

la serina (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Rutas metabólicas de formación de CML in vivo. 
 

La pirralina es otro AGE y se forma por la reacción del grupo 

amino de la lisina y la 3-deoxigluculosa. La pirralina se ha identificado y 

cuantificado en productos de panadería, leche y pasta (Henle and 

klostermeyer, 1993; Henle et al., 1994; Resmini and Pellegrino, 1994; 

Rufián-Henares et al., 2004). Se ha encontrado en concentraciones de 

150 mg/Kg en leche esterilizada y 3700 mg/Kg en productos de 

panadería, por lo que la pirralina  es uno de los AGEs que más 

predomina en los alimentos. La pronillisina es otro producto avanzado 
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de la reacción de Maillard que se forma al reaccionar las cadenas 

laterales de la lisina y el acetilformol en cantidades de 60 y 6 mg/Kg en 

la corteza y en la miga del pan, respectivamente (Lindenmeier et al., 

2002; Lindenmeier and Hofmann, 2004). La pentosidina es otro AGE que 

ha sido identificado en hidrolizados de colágeno humano, aunque 

también se forma en alimentos  sometidos a un tratamiento térmico 

severo por el entrecruzamiento entre los aminoácidos lisina y arginina 

(Henle et al., 1997) 

En general, se puede decir que la presencia de compuestos de la 

reacción de Maillard en nuestra dieta oscila entre 1000-2000 µmoles  de 

productos de Amadori y de 100-150 µmoles productos avanzados de la 

reacción de Maillard, concretamente CML y pirralina (Henle and Miyata, 

2003). Así, la ingesta de CML diaria oscila entre los 80 y 250 µg/Kg 

peso/día para dietas poco o muy procesadas térmicamente (Tessier and 

Birlouez-Aragón, 2012) lo que supone una ingesta entre 5 y 11 mg/día 

para adolescentes (Delgado-Andrade et al., 2012). Los alimentos que 

más aportarían dichos compuestos a la dieta habitual de los países 

industrializados serían los productos de panadería y el café. 

Recientemente se ha demostrado que los AGEs son parcialmente 

absorbidos e incorporados en la circulación sanguínea (Sebeková and 

Somoza, 2007; Delgado-Andrade et al., 2012).  

Existen evidencias a favor del concepto de que una ingesta 

exagerada de alimentos procesados térmicamente podrían inducir rutas 

patogénicas o agravar unas patologías prexistentes “in vivo”. Esta 
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hipótesis la avalan estudios experimentales realizados con ratas, 

humanos sanos o aquellos que presentan determinadas patologías 

como diabetes mellitus e insuficiencia renal crónica, en los que se ha 

llegado a la conclusión de que una ingesta exagerada de alimentos 

sometidos a un tratamiento térmico severo ejerce un efecto 

diabetogénico y nefrotóxico (Peppa et al., 2003), induce inflamación de 

bajo nivel (Vlassara et al., 2002), estrés oxidativo (Uribarri et al., 2005) y 

aterosclerosis (Peppa et al., 2004). Sin embargo, estos datos solo se 

pueden confirmar para alimentos sometidos a un tratamiento térmico 

pero no para un compuesto químico en concreto como los AGEs, por lo 

que sería importante determinar el contenido de AGEs en dichos 

alimentos. 

Hay grupos de investigación que avalan que los AGEs tienen 

efectos beneficiosos para la salud, éstos se basan en que la 

biodisponibilidad de los AGEs es baja. Prácticamente el 80% de los 

productos de Amadori no se absorben y además, son degradados por la 

microbiota intestinal (Hultsch et al., 2006). Así, la mayor parte de los 

AGEs que se forman en los alimentos procesados térmicamente se 

absorberían y excretarían rápidamente por el riñón (Faist et al., 2000) y 

por las heces (Delgado-Andrade et al., 2012). En numerosas 

publicaciones se ha puesto de manifiesto que los productos de la 

reacción de Maillard no son perjudiciales, sino incluso beneficiosos para 

la salud ya que presentan actividad antioxidante in vitro (Borrelli et al., 

2002; Dittrich et al., 2003; Shizuuchi and Hayase, 2003; Daglia et al., 
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2004) e in vivo (Lindenmeier et al., 2002). De esta forma, en un estudio 

con 312 pacientes sometidos a hemodiálisis se observó que los niveles 

de AGEs no incrementaban su mortalidad (Schwedler et al., 2002). 

 

2.1.4.2. Carboximetillisina-receptor RAGE  

La carboximetillisina (CML) es un producto avanzado de la 

reacción de Maillard que se forma tras el tratamiento térmico y 

almacenamiento de los alimentos y en el cuerpo humano por el estrés 

oxidativo. Esta CML es capaz de unirse a un receptor específico conocido 

con el nombre de RAGE. Este receptor para los compuestos avanzados 

de la reacción de Maillard (cuando el AGE se forma en los alimentos) o 

de glicosilación (cuando el AGE se forma en el cuerpo humano) se trata 

de una proteína transmembrana de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas, cuyo gen está localizado en el cromosoma 6 cerca del 

locus HLA y próximo al MHC III (Thornalley, 1998). Está compuesto por 

tres regiones: dominio V y dos dominios C, donde uno de ellos es  un 

dominio transmembrana y el otro un tallo citoplasmático de 43 

aminoácidos. Es el dominio V el principal área donde se une los ligandos 

(Xie et al., 2008) siendo la parte citoplasmática crítica para la 

señalización celular. Este receptor se expresa durante las primeras 

etapas embrionarias y sus niveles descienden en la edad adulta. 

La interacción AGE-RAGE produce una respuesta proinflamatoria 

en diferentes tipos de células ya sean endoteliales, musculares o 

fagocitos mononucleares (Kambham et al., 1999). Esta respuesta está 
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mediada por el factor nuclear NFkB con la consecuente expresión de 

citoquinas como primera línea de la defensa celular (Bierhaus et al., 

2001). En las células en reposo, el factor nuclear NFkB está en el 

citoplasma en su forma inactiva, ya que se encuentra unido a una 

molécula inhibitoria llamada IΚβα (Barnes and Karin, 1997). Al activarse 

el factor nuclear NFkB la molécula IΚβα se fosforila, degradándose 

rápidamente y originando la liberación y translocación del factor nuclear 

NFkB. Una vez en interior del núcleo, el factor nuclear NFkB se une al 

ADN y activa la transcripción de aquellos genes que regula, tales como la 

producción de citoquinas proinflamatorias como la IL6 o el TNFα, 

moléculas de adhesión, el IΚβα y el propio RAGE (Barnes and Karin, 

1997; Bierhaus et al., 2000) como se observa en la figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 4.  Inducción del RAGE mediante activación. 
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Una de las características principales de la activación del RAGE es 

que se prolonga a lo largo del tiempo, lo que sobrepasa las vías 

endógenas autorregulatorias de inhibición (Bierhaus et al., 2005). Esto 

tiene lugar por un lado, porque los niveles de IΚβα sintetizada no son 

suficientes para desactivar todo el factor nuclear NFkB que se está 

produciendo y  por otro lado, se produce una mayor expresión del 

receptor RAGE que hace que se perpetúe su activación por otras 

moléculas extracelulares. 

En cuanto al papel del receptor RAGE en la EII, se ha observado 

que esta inflamación está mediada, en parte,  por la activación 

sostenida de la transcripción del NFkB (Ellis et al., 1997; Thiele et al., 

1999). Sin embargo, lo que es menos conocido es el mecanismo por el 

cual las citoquinas proinflamatorias, ROS y  metabolitos del ácido 

araquidónico producen un estímulo inflamatorio sostenido en el tiempo 

y que da lugar a la activación duradera del NFκB (Bierhaus and Nawroth, 

2003; Mercurio and Manning, 1999). Las citoquinas y la activación del 

NFkB mediada por citoquinas juegan un papel crucial tanto en la 

iniciación como en la terminación de la inflamación (Lawrence et al., 

2001). Esto implica la existencia de otras rutas adicionales capaces de 

convertir la activación de corta duración del NFkB mediante especies 

reactivas del oxígeno o citoquinas en una inflamación sostenida en el 

tiempo (figura 5). 
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Figura 5. Perpetuación de la activación del NFkB. 

 

Un mecanismo que podría explicar este hecho podría ser las 

modificaciones postranslacionales de las proteínas, las cuales originarían 

la formación de ligandos que se degradan lentamente y que a su vez 

darían lugar a una activación duradera en el tiempo. Una de estas 

modificaciones postranslacionales de las proteínas sería la formación de 

CML ya que se conoce que ésta se forma en lesiones inflamatorias  y 

donde existe un estrés oxidativo (Baynes and Thorpe, 1999; Schleicher 

et al., 1997). La activación del NFκB mediada por el RAGE al prolongarse 

en el tiempo, es capaz de saturar los mecanismos feedback inhibitorios 

que posee el organismo y de esta forma producir una activación del 

NFκB duradera en el tiempo (Bierhaus et al., 2001). Como la expresión 
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del RAGE está inducida por el NFkB, la activación sostenida de éste en el 

tiempo produce una sobrerregulación de su receptor, lo que asegura el 

mantenimiento y amplificación de la señal proinflamatoria (Li and 

Schmidt, 1997). Un estudio de Bierhaus y colaboradores pone de 

manifiesto que las proteínas modificadas con CML contribuyen en la 

perpetuación de la respuesta proinflamatoria. Estas modificaciones 

ocurrirían principalmente en medio ambiente caracterizado por un 

estrés oxidativo. En casos de inflamación como la EII se ha encontrado 

gran cantidad de neutrófilos, los cuales producen glicoaldehidos y otros 

reactivos aldehídos, por la acción de la mileloperoxidasa, responsables 

de la formación de CML en lugares de inflamación (Anderson et al., 

1999). A su vez estos autores observaron que la eliminación del RAGE en 

ratones solo atenuaba parcialmente la respuesta que desencadenaba la 

producción de proteínas modificadas con CML (Kislinger et al., 1999). 

Esto indica que deben existir otros receptores celulares capaces de 

reconocer estas modificaciones postranslacionales  de las proteínas con 

CML y que participen en los efectos de la CML. Así, estos autores 

proponen un modelo de inflamación crónica en dos etapas: 

- En primer lugar, se produciría una acumulación de CML y otro 

tipo de modificaciones postranslacionales en las proteínas. Estas 

modificaciones se producirían por el estrés oxidativo que se 

produce debido a unos mecanismos proinflamatorios  

- En segundo lugar, la inflamación se dispararía cuando los 

receptores celulares como el RAGE interactúan con las 
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modificaciones postranslacionales de las proteínas (Kislinger et al., 

1999; Hofmann et al., 1999; Schmidt et al., 2000; Morcos et al., 

2002; Stern et al., 2002; Nawroth et al., 2005; Haslbeck et al., 

2005). 

 

Esta teoría extiende el concepto de inflamación, que clásicamente 

consiste en la síntesis de novo de citoquinas y la liberación de 

metabolitos del ácido araquidónico hacia la generación de 

modificaciones postranslacionales de proteínas tal y como se observa en 

la figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Relación del RAGE con rutas proinflamatorias. 
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2.2. PATOLOGÍA INTESTINAL 

2.2.1. INTESTINO 

El intestino humano es un órgano complejo de longitud variable, 

oscila entre 3 y 8 m, dependiendo de características individuales y de las 

técnicas empleadas en su medida (radiológicas, quirúrgicas, post-

mortem), con una especialización bien definida desde el punto de vista 

morfológico y funcional en intestino delgado y grueso. La función 

principal del intestino es conseguir una adecuada incorporación de 

nutrientes al organismo y esto se lleva a cabo a través de los procesos 

de digestión y absorción de los nutrientes, que se producen 

básicamente en el intestino delgado y con una absorción específica 

según nutrientes y tramo intestinal. Una característica fundamental de 

este órgano es la morfología del epitelio intestinal con el aumento de la 

superficie de absorción gracias a la especialización de la mucosa en 

pliegues circulares, éstos en vellosidades intestinales y la membrana 

apical del enterocito en microvellosidades, multiplicándose de esta 

manera la superficie de absorción hasta llegar a los 200 m2. 

 

2.2.1.1. Anatomía y funciones del intestino 

El intestino maduro consiste en un conducto muscular revestido 

de membrana mucosa. Se divide longitudinalmente en duodeno, 

yeyuno, íleon (formando el intestino delgado), ciego, colon, recto y 

conducto anal (formando el intestino grueso). En el tubo digestivo se 

distinguen cuatro capas: capa mucosa, capa submucosa, capa muscular 
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y capa adventicia o serosa. Todas ellas son semejantes en toda su 

extensión excepto la capa mucosa, que varía mucho según las zonas 

(figura 7). 

 

 

 

 

Figura 7. Sección transversal del intestino 

 

 La capa mucosa tiene una alta proporción de tejido linfoide que 

se localiza en tres compartimentos diferenciables: estructuras 

organizadas (placas de Peyer y folículos linfoides), lámina propia y 

epitelio superficial. La capa submucosa está constituida por colágeno 

laxo y sirve de sostén a la mucosa, alojando los vasos sanguíneos y 

linfáticos y un plexo nervioso. La capa muscular está formada por 

músculo liso organizado a su vez en dos capas, una interna  circular y 

otra externa longitudinal. La capa adventicia o serosa es la capa más 
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externa,  sirve de sostén y donde se alojan los vasos sanguíneos 

principales y nervios. 

Las células intestinales se diferencian principalmente en tres 

tipos: enterocitos, células de Goblet y células enteroendocrinas. En el 

intestino delgado existen también las células de Paneth y en algunas 

criptas se forman además las células M (Marhman et al., 2002). 

Los enterocitos son las células mayoritarias de la mucosa. Son 

células polarizadas cuya membrana apical presenta pequeñas 

proyecciones llamadas microvellosidades (borde en cepillo) y están 

unidas por fuertes uniones intercelulares. Su principal función es la 

absorción de nutrientes y el transporte de agua y electrolitos, 

especialmente en el colon, aunque también están implicadas en la 

presentación de antígenos y en la producción de citoquinas (Mayer, 

2000). También producen enzimas hidrolíticas como la lactasa y la 

sacarasaisomaltasa. La unión entre los enterocitos se realiza a través de 

las tight junctions, espacios intercelulares por donde pueden difundir el 

agua y solutos como nutrientes, citoquinas y productos bacterianos. 

Estas tight junctions se localizan por debajo de las microvellosidades y 

están compuestas por proteínas transmembrana (como son las 

claudinas y  ocludinas) y proteínas intercelulares como las zona-

ocludens 1 (ZO1), F-actinas y miosinas (Turner, 2009). Por debajo de 

estas tight junctions  y unidas a través de la Myosin Light Chain Kinase 

(MLCK) se localiza las adherens junctions,  formadas por las proteínas Ε-

caderina, α-catenina 1 y β-catenina. Finalmente, por debajo de las 
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adherens junctions se localizan los desmosomas, estructuras formadas 

por las proteínas desmogleina, desmocolina, desmoplaquina y diversos 

filamentos de queratina (figura 8). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Tipo de uniones del epitelio intestinal 

 
           Las tight junctions tienen como papel principal la regulación de la 

permeabilidad de la barrera intestinal. Al menos existen dos rutas que 

permiten el transporte a través de las tight junctions, una la ruta 

paracelular, que es la que determina la permeabilidad de la mucosa y 

otra, la ruta transcelular (figura 9), estando cada una de ellas regulada 

de forma independiente (Fihn et al., 2000; Van Itallie et al., 2008; 

Watson et al., 2005). La ruta paracelular permite el transporte 

paracelular de grandes solutos incluyendo el flujo limitado de proteínas 

y lipopolisacárido bacteriano (LPS) (Van Itallie et al., 2008; Watson et al., 
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2005). Esta ruta no tiene selectividad de carga y el flujo a través de ella 

se incrementa in vitro mediante citoquinas como el interferon gamma 

(IFNγ) y el factor de necrosis tumoral (TNFα) in vitro e in vivo (Watson et 

al., 2005; Clayburgh et al., 2006). La ruta transcelular está caracterizada 

por pequeños poros definidos por las claudinas. Estos poros excluyen 

moléculas mayores de 4 amstron y  sí presentan selectividad de carga 

(Amasheh et al., 2002; Simon et al., 1999). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Coordinación entre el transporte paracelular y transcelular. 
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Las células de Goblet o también llamadas caliciformes se 

encargan de producir las mucinas que recubren todo el epitelio 

intestinal y forman un gel que constituye un mecanismo de barrera 

frente a antígenos patógenos (Johansson et al., 2008). La MUC2 es la 

mucina más abundante del mucus intestinal. En modelos con ratas 

mutaciones en MUC2 desarrollan inflamación crónica en el intestino 

distal similar a la colitis ulcerosa en humanos. En éstos, las células de 

Globet sufren una mucodeplección a nivel histopatológico (Gersemann 

et al., 2009). Esta mucodepleción parece estar asociada a la microbiota 

intestinal ya que los ácidos grasos de cadena corta (SCFA) y los 

productos de la fermentación microbiana modulan la expresión del gen 

MUC2 (Burger-van Paassen et al., 2009). El número de células varía 

gradualmente, desde un 5% en el intestino delgado hasta un 50% en el 

colon.  

Las células de Paneth se encuentran en las criptas. Tienen un 

papel muy destacado en la defensa bacteriana por su producción de zinc 

y numerosas moléculas antimicrobianas como las lisozimas o las 

defensinas. La activación de estas células de Paneth se produce a través 

de los receptores TLRs impidiendo así la entrada de bacterias y 

patógenos (Vaishnava et al., 2008). Las defensinas son los péptidos 

antimicrobianos más abundantes y presentes en la patogénesis de la EII 

(Ramasundara et al., 2009), concretamente las células alpha defensinas 

y beta defensinas se han encontrado en niveles altos en pacientes con 
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enfermedad de Crohn (Wehkamp et al., 2005) y colitis ulcerosa, 

respectivamente (Fellermann et al., 2006). 

Las células M y células enteroendocrinas son células epiteliales 

importantes como sensores del contenido luminal. Las células M están 

presentes en el intestino delgado sobre las placas de Peyer y poseen 

micropliegues en la superficie luminal, similares a las microvellosidades. 

Estas células carecen de glicocalix y están adaptadas para interaccionar 

directamente con moléculas del lumen. Las células M expresan 

receptores TLR para las moléculas α5β1 integrinas y galactin-9 lo que 

facilita la captación y transporte de organismos infecciosos incluidos 

priones, virus y bacterias patógenas (Kyd and Cripps, 2008). Las células 

enteroendocrinas también están estratégicamente posicionadas para 

recibir señales, incluidos productos del metabolismo microbiano 

(factores que regulan la secreción de mucus, metabolismo energético  y 

regulación de la motilidad intestinal). Así, en modelos de ratas con 

enteritis y colitis se han observado alteraciones en las células 

enteroendocrinas (Linden et al., 2005; O´Hara et al., 2006; Rubin et al., 

2000) y también en pacientes con EII (El-Salhy et al., 1997). Aunque la 

células enteroendocrinas expresan receptores TLR (Bogunovic et al., 

2007) su participación en el proceso inflamatorio, además de por la 

dieta y la estimulación microbiana, se debe a la secreción de citoquinas 

(Palazzo et al., 2007). 
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2.2.1.2. Intestino y sistema inmune 

La principal función del intestino es la digestión de los alimentos 

y absorción de nutrientes pero también juega un papel muy importante 

en la regulación inmune tanto innata como adaptativa.  

           Las superficies mucosas del organismo son especialmente 

vulnerables a infecciones. Son barreras delgadas y permeables debido a 

sus funciones fisiológicas, como el intercambio de gases (pulmones), 

absorción de nutrientes (intestino), funciones secretoras (ojos) etc. La 

necesidad de que exista esta permeabilidad hace que sean muy 

susceptibles a infecciones. De hecho, la mayoría de los agentes 

infecciosos invaden al organismo a través de las mucosas (Bergelson, 

2009; O´Hara and Buret, 2008). El intestino, además de estar expuesto a 

agentes externos, es extremadamente rico en bacterias comensales y 

está adaptado para funcionar bajo esa presión antigénica permanente. 

Estos estímulos ponen en marcha el MALT llamado tejido linfoide 

asociado a las mucosas (MALT, mucosa-associated lymphoid tissue). El 

MALT está formado por tejido linfoide difuso (linfocitos intraepiteliales y 

células mononucleares de la lámina propia) y tejido nodular (placas de 

Peyer y nódulos linfáticos) y está implicado en el procesamiento de 

antígenos que interaccionan con la mucosa intestinal, en la 

diseminación de la respuesta inmune, así como el mantenimiento de la 

función barrera que desempeña el epitelio intestinal. 

La pérdida de la función barrera está asociada al riesgo de 

desarrollar patologías inflamatorias a nivel intestinal. Existen muchas 
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evidencias circunstanciales que sugieren que la disfunción de la barrera 

intestinal está asociada a la patogénesis de la EII. Se ha observado que 

muchos parientes de primer grado de pacientes con enfermedad de 

Crohn tienen aumentada la permeabilidad intestinal, aunque están 

completamente sanos (Hollander et al., 1986). Esta alteración puede 

deberse a cambios subclínicos del sistema inmune de la mucosa 

intestinal, posiblemente mediada por un incremento en la producción 

de TNFα y una disminución de la IL10 (Madsen et al., 1999; Olson et al., 

2006).  En este sentido, Irvine y Marshall (2000) documentaron el 

incremento de la permeabilidad intestinal  8 años antes del desarrollo 

de la patología en un pariente sano de un paciente con enfermedad de 

Crohn. 

Existe otro estudio (Hollander, 1988) en el que se utilizaron 

ratones con una disfunción en la MALT, en el que se observaba que 

estos ratones desarrollan un incremento en la permeabilidad de las tight 

junctions, por lo que se sugiere que dicho incremento sería insuficiente 

para causar una patología intestinal en ausencia de una disfunción 

epitelial más extensa. Sin embargo, sí se observó la activación de las 

células inmunitarias de la mucosa epitelial, por lo que una disfunción de 

la barrera a nivel de las tight junctions podría ser un factor que 

contribuyera al desarrollo de la EII. Así, y en conexión con lo comentado 

anteriormente, un tanto por ciento de los parientes de primer grado de 

pacientes con enfermedad de Crohn desarrollaban la enfermedad. Ese 

mismo tanto por ciento es similar a la fracción de pacientes sanos que 
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tienen incrementada la permeabilidad intestinal. Finalmente, hay 

evidencias que sugieren que el incremento de la permeabilidad 

paracelular aumenta la actividad inmunológica de la mucosa dando 

lugar a una progresión de la patología e incrementando su severidad 

(figura 10). 

  

 

Figura 10. Papel de las tight junctions y de la barrera epitelial sobre la 

homeostasis de la mucosa intestinal. 

 

Todos los datos disponibles parecen indicar que la función 

barrera, a través de las tight junctions, integra la relación existente entre 

el material luminal y la función inmune de la mucosa. En muchos 

individuos existe una relación saludable que regula el incremento de la 

permeabilidad de las tight junctions, la cual dispara la liberación de 

citoquinas proinflamatorias como el TNFα e IFγ así como la respuesta 

inmunosupresora mediada por el  TGFβ y el ácido retinoico (Coombes et 
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al., 2007; Mucida et al., 2007). Este balance precario entre respuesta 

proinflamatoria e inmunosupresora puede fallar si existe una respuesta 

exagerada a las citoquinas proinflamatorias, la cual se puede producir 

en pacientes que por diversas mutaciones tengan una insuficiente 

producción de IL10 o una inadecuada tolerancia inmunológica a los 

antígenos luminales y productos microbianos (Sartor, 2008). Como 

resultado,  la activación inmunológica de la mucosa no se puede 

controlar, de forma que la liberación de citoquinas proinflamatorias 

como el TNFα incrementan la pérdida de la función barrera, lo que hace 

que entre en contacto con más material luminal y de esta manera se 

perpetúe el ciclo proinflamatorio. Este modelo subraya que, el ser un 

paciente susceptible y el tener una función barrera defectuosa, son los 

componentes principales de la patogénesis de la EII y todo ello explica el 

papel crucial que tiene la barrera epitelial para modular la respuesta 

inmune de la mucosa intestinal. 

 

2.2.2. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 

2.2.2.1. Aspectos generales 

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es un grupo de 

enfermedades que cursan con inflamación crónica del tubo digestivo 

donde se incluyen la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). 

El curso clínico de estas patologías se caracteriza por periodos de 

actividad o brotes que se alternan con fases de remisión. La patogénesis 

es muy compleja y no del todo conocida, aunque se sabe que 
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intervienen tres elementos: susceptibilidad genética, microbiota 

intestinal y daño tisular mediado por una desregulación inmune. Se 

piensa que lo que ocurre es una pérdida de la tolerancia oral a los 

microorganismos comensales de la microbiota intestinal normal, es 

decir, microorganismos que en principio son inofensivos son los que 

desencadenarían la respuesta inmune descontrolada en personas con 

predisposición genética (Gassull, M.A et al., 2002). 

 

2.2.2.2.  Epidemiología y calidad de vida 

La incidencia de la EII parece ir en aumento en países 

desarrollados. En España se estiman unas tasas en torno a 2 

casos/año/105 habitantes en la EC y de 4 casos/año/105 habitantes 

para la CU, aunque con una importante variabilidad geográfica (García-

Paredes and Mendoza, 2003; López San Román et al., 2004 ). Sin 

embargo, al ser estudios retrospectivos, es probable que esas tasas sean 

incluso mayores, y en total, se estiman que existen más de 100.000 

casos de EII. Este incremento se asocia a una mejora en las condiciones 

de vida en los últimos años, lo cual pone de manifiesto que, no solo los 

factores genéticos sino que, los factores ambientales tienen un papel 

muy importante en el desarrollo de la enfermedad. La edad de inicio de 

la enfermedad suele estar entre los 15 y 40 años, con un segundo pico 

entre los 55 y 75 años y la frecuencia parece ser similar entre hombres y 

mujeres. La mortalidad asociada a la EII ha disminuido durante los 

últimos años, gracias a la aparición de nuevos tratamientos. En 1950, la 
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mortalidad de un brote grave en la CU oscilaba entre el 31 y el 61%, en 

1960 disminuyó al 5-9% y en la actualidad se asume una mortalidad del 

3%. 

La calidad de vida de estos pacientes se ve gravemente afectada 

debido a las recaídas, síntomas impredecibles y hospitalizaciones 

frecuentes. Una de las complicaciones más serias de la EII, sobre todo de 

la CU es el riesgo de desarrollar cáncer colorrectal, que parece estar 

relacionado con la extensión y la duración de la enfermedad. La 

malnutrición es también frecuente debido sobre todo a una ingesta 

inadecuada, ya que el comer agrava los síntomas de la diarrea y el dolor 

abdominal. En niños y adolescentes es especialmente importante ya que 

puede causar alteraciones en el crecimiento. Además, aparte de los 

síntomas característicos de la EC y CU, alrededor del 25% de los 

pacientes presentan manifestaciones extraintestinales en diversos 

órganos, piel, articulaciones, ojos...  

 

2.2.2.3.    Enfermedad de Crohn 

La EC es una enfermedad transmural que puede afectar a 

cualquier segmento del tracto gastrointestinal, desde la cavidad bucal 

hasta el ano. Se diferencia de la CU principalmente en la distribución de 

las lesiones y en la presencia de inflamación en todo el espesor de la 

pared intestinal. Es una enfermedad segmentaria y afecta sobre todo al 

colon proximal e íleon. Los pacientes presentan dolor abdominal, 

diarrea, malnutrición y anemia. Las lesiones que se produce consisten 
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en erosiones superficiales y úlceras longitudinales y transversales que le 

dan a la mucosa un aspecto de “empedrado”. Pueden producirse úlceras 

profundas en forma de fisuras que pueden ocasionar abcesos o fístulas 

entre segmentos intestinales. Gran parte de los enfermos presentan 

estenosis que consiste en el estrechamiento de la luz, a menudo circular 

y el engrosamiento de la pared intestinal. En las estenosis graves el 

diámetro de la luz rara vez supera los 5 mm. La superficie de la serosa 

muestra vasos prominentes y dilatados (hiperemia). 

La presencia de granulomas en secciones histológicas del 

intestino es una característica clave de la EC. Los granulomas consisten 

en acúmulos de macrófagos y otras células inflamatorias. También 

aparece necrosis epitelial parcheada, microulceraciones mucosas y 

úlceras en la base de las criptas que conducen a la formación de úlceras 

en “pico de montaña”. Son frecuentes las lesiones en el sistema 

nervioso entérico que consisten en hipertrofia e hiperplasia de las fibras 

nerviosas y alteraciones en los ganglios nerviosos de la submucosa y del 

plexo mientérico. 

 

2.2.2.4.  Colitis ulcerosa 

La CU, a diferencia de la EC, es una enfermedad exclusivamente 

colónica en la que las lesiones están confinadas a la mucosa. Esto 

posiblemente esté relacionado con la microbiota intestinal, ya que el 

colon es la zona del intestino con mayor concentración de bacterias. Su 

forma aguda se caracteriza por la presencia de moco y sangre y úlceras 
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de distintos tamaños que cuando cicatrizan forman nódulos conocidos 

como pseudopólipos. En los estadíos más avanzados el colon se vuelve 

fibrótico, estrecho y acortado. Durante los periodos de remisión, la 

mucosa puede tener un aspecto prácticamente normal. En los casos más 

graves, la inflamación puede extenderse a la submucosa y en ocasiones 

puede producirse una perforación.  

En cuanto a las características microscópicas, destaca el 

infiltrado celular que se produce, compuesto principalmente de 

neutrófilos. También aparecen alteraciones en las criptas (acortamiento 

de las mismas, ramificación y bifurcación o su desaparición), erosiones 

de la mucosa, engrosamiento de la muscularis mucosae y metaplasia de 

las células de Paneth. Salvo en el ciego, el colon no tiene habitualmente 

células de Paneth y su presencia es muy indicativa de EII, especialmente 

de CU. 

 

2.2.3. FACTORES QUE AFECTAN A LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA 

INTESTINAL 

Existen diversos factores que regulan la inflamación a nivel 

intestinal y por lo tanto, predisponen al desarrollo de la enfermedad 

inflamatoria intestinal. Entre ellos destacar los factores genéticos, los 

factores medioambientales como dieta, industrialización, tabaco, edad, 

infección, estrés fisiológico, medicamentos, isquemia-cirugía, la 

composición de la microbiota intestinal y los defectos en la barrera 

mucosa.  
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2.2.3.1. Factores genéticos 

Tras la identificación en el año 2001 del primer gen de 

susceptibilidad para la EC (Ogura et al., 2001; Hugot et al., 2001) ha 

crecido mucho el interés en la identificación de otros genes que 

predispongan a la enfermedad. La susceptibilidad de un individuo de 

padecer una enfermedad está determinada en muchos casos por la 

combinación de factores genéticos y ambientales. La identificación de 

estos factores de riesgo genéticos es uno de los objetivos más 

importantes de la medicina moderna ya que conduce a una medicina 

más individualizada y a la identificación de dianas terapéuticas. Estudios 

epidemiológicos y familiares han demostrado que la EII es una 

enfermedad genéticamente muy compleja que no puede explicarse con 

la alteración en un único gen, sino que se trata de desórdenes 

poligénicos que siguen una distribución no Mendeliana y donde los 

factores ambientales son fundamentales ya que la presencia de dichas 

alteraciones genéticas no garantiza que se desarrolle la enfermedad. 

Los estudios de agregación familiar indican una elevada 

incidencia de familiares con ambas formas de EII. El riesgo para 

familiares consanguíneos es 30 veces mayor. Entre el 10-20% de los 

enfermos tiene antecedentes de EII entre sus familiares (Gassull et al., 

2002). Estudios en gemelos monocigotos muestran una concordancia 

del 6-17% para la CU y del 37-58% para la EC (Hanauer, 2006), lo cual 

indica que los factores medioambientales son más importantes en la CU. 

En familias con una elevada incidencia de EII se ha observado que en el 
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75% de los casos, existe concordancia para EC o CU mientras que en el 

25% no, es decir, que algunos familiares presentan EC mientras que 

otros CU. Esto sugiere que existen factores genéticos que son 

compartidos por ambas enfermedades (Hanauer, 2006) y que el tipo 

concreto (EC o CU) que finalmente se manifiesta podría depender de 

otros factores como son los factores ambientales y también el tipo de 

microbiota que presente cada individuo. 

 

2.2.3.2. Factores medioambientales 

A. Dieta  

Los estudios que relacionan diferentes alimentos o dietas con la 

enfermedad inflamatoria intestinal presentan algunas dificultades 

puesto que no se puede establecer una relación causa-efecto con 

determinados tipos de dietas (ej. Dieta Mediterránea) ya que la 

incidencia es muy baja.  

La población actual tiene un riesgo creciente de padecer 

enfermedades relacionadas con una alimentación deficiente, tales como 

diabetes, cáncer de colon, hipertensión y otros desórdenes metabólicos. 

En la última década se le ha dado una mayor importancia al consumo de 

fibra dietética ya que diversos estudios relacionados con este tema 

afirman que la fibra dietética juega un papel preventivo y terapéutico 

importante sobre estas patologías (Jacobasch et al., 1999; Wollowski et 

al., 2001; Bauer-Marinovic et al., 2006). Los mecanismos por los que la 

fibra dietética aporta efectos beneficiosos a los individuos que la 
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incluyen en su dieta se deben tanto a sus propiedades físico-químicas 

(capacidad de retención de agua y formación de geles) como su 

fermentabilidad. Esta fermentabilidad es uno de los factores más 

importantes, ya que los ácidos grasos de cadena corta (SCFA), 

resultantes de la fermentación de los carbohidratos indigeribles, son la 

principal fuente de energía de los colonocitos (Sakata, 1995). Éstos 

tienen una gran influencia en el flujo sanguíneo  del colon (Mortensen et 

al., 1995), regulan la motilidad intestinal (Ono et al., 2004), promueven 

el intercambio de iones y desempeñan un papel de prevención, 

protección y tratamiento del cáncer de colon (Fu et al., 2004). El 

butirato ejerce efectos antiinflamatorios en el intestino ya que suprime 

la activación del NFκβ, el cual regula la expresión de genes que codifican 

citoquinas  proinflamatorias, así como quimioquinas y prostaglandinas 

(Andoh et al., 1999). 

 En dos estudios diferentes, la preincubación de colonocitos de 

rata (Abrahanse et al., 1999) o humanos (Rosignoli et al., 2001) con 

butirato mostraron una significativa reducción del daño del DNA 

inducido por peróxido de hidrógeno. Así, en el caso del butirato se ha 

observado que afecta positivamente a varios componentes de la barrera 

intestinal, resultando en una protección mejorada contra antígenos 

luminales. En otro estudio (Peng et al., 2007) se demostró que a 

concentraciones bajas de butirato (2mM) se induce un descenso en la 

permeabilidad de las líneas celulares Caco-2 y HT29, mientras que a 
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concentraciones altas (8mM) se incrementaba la permeabilidad de 

dichas células (figura 11). 

Además los SCFA provenientes de la fermentación de la fibra 

dietética son capaces de unirse a un receptor conocido como GPR43. El 

receptor GPR43 es un miembro de la superfamilia de receptores 

acoplados a las proteínas G y se activa a partir de ácidos grasos de 

cadena corta con 6 o menos átomos de carbono, tales como el acetato, 

propionato y en menor medida el butirato (Schmidt et al., 2011). Sin 

embargo, la potencia de los SCFA para activar al receptor GPR43 es baja, 

en el orden de concentraciones que van desde altos valores 

micromolares a milimolares (Stoddart et al., 2008). Mediante difracción 

por rayos X se ha descubierto que dicho receptor posee un lugar de 

unión para el grupo ácido de los SCFA localizado entre los residuos de 

arginina 180 y 255 (Lee et al., 2008). Así, el grupo carboxílico, que se 

encuentra cargado negativamente, interacciona con ambas argininas 

formando un complejo bi-dentado. La cadena alifática se orienta a 

través de un bolsillo hidrofóbico de la serina 241, tirosina 238, lisina 250 

y arginina 255.   

El receptor GPR43 se expresa en los islotes de Langerhans del 

páncreas, células inmunitarias como los neutrófilos, adipocitos y células 

intestinales como los enterocitos (Brown et al., 2003). Así mismo, su 

expresión está modulada por la presencia de SCFA (Corte et al., 2011). 

Así, cuando se da a ratas una dieta enriquecida en fibra, su 
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fermentación produce un incremento de la presencia de SCFA en el 

colon, dando lugar a una sobreexpresión del GPR43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Relación entre componentes de la dieta y el sistema inmune. 

 

La activación del GPR43 da lugar a la migración de los neutrófilos 

(Le Poul et al., 2003). Fisiológicamente las células fagocíticas, incluidos 

los neutrófilos, están considerados como la primera línea de defensa 

frente a microorganismos patógenos. Cuando genéticamente existe una 

deficiencia de neutrófilos aparecen infecciones fúngicas y bacterianas de 

tipo agudo (Segal et al., 2000; Lekstrom-Himes et al., 2000) y por el 

contrario, cuando existe una respuesta exacerbada de neutrófilos, 

puede llegar a dañar los tejidos como es el caso de la inflamación 

crónica que supone la EII en humanos o la colitis experimental inducida 

en animales (Nikolaus et al., 1998; Kühl et al., 2007).  
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La migración de neutrófilos  normalmente se debe a varios 

factores, entre ellos la presencia de citoquinas, integrinas y células del 

citoesqueleto (Parkos et al., 1997). Recientemente se ha descrito que los 

SCFA,  provenientes de la fermentación de la fibra por la microbiota 

intestinal, son potentes activadores de neutrófilos tras su unión al 

receptor GPR43 (Brown et al., 2003; Wong et al., 2006). Experimentos in 

vitro ponen de manifiesto que la inducción SCFA-neutrófilos es dosis 

dependiente (Le Poul et al., 2003). Así mismo, la migración de los 

neutrófilos se produce por un gradiente de concentración de SCFA (Sina 

et al., 2009; Vinolo et al., 2009) tal y como se observa en la figura 12. 

Para estudiar el efecto del papel del receptor GPR43 en la EII, se 

han hecho estudios experimentales con ratones a los que se les inducía 

una colitis con DSS (Maslowski et al., 2009; Sina et al., 2009). Los 

animales utilizados eran ratones normales como ratones transgénicos 

que no expresan el receptor GPR43. Ambos trabajos mostraron que los 

ratones que expresan el receptor GPR43, en casos de colitis aguda, no 

se morían ya que los neutrófilos podían ser activados mediante la 

interacción SCFA-GPR43, conteniendo de esta forma la traslocación 

bacteriana. Sin embargo, los ratones que no expresaban el GPR43 si 

morían, ya que no se producía la activación de los neutrófilos. Los 

trabajos citados anteriormente muestran resultados controvertidos 

respecto al efecto protector-perjudicial del GPR43 en el modelo de 

colitis crónica. El grupo de Sina encontró que la deficiencia del receptor 

GPR43 protegía frente al daño que origina la inflamación de tipo crónico 
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debido a una menor actividad neutrofílica. Por el contrario, el grupo de 

Maslowski encontró unos resultados opuestos, ya que los ratones que 

no expresaban el receptor GPR43 tenían un mayor daño tisular debido a 

la inflamación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Relación de los SCFAs con el receptor GPR43. 

 

Además de la fibra dietética, se han tenido en cuenta el efecto 

de otros componentes de la dieta, como son los azúcares, frutas y 

vegetales y grasas sobre la EII. En cuanto a las frutas y vegetales, al igual 

que la fibra dietética, parecen que mejoran la sintomatología de la EII. 

Sin embargo en el caso de las grasas y azúcares parece que son factores 

de riesgo que empeoran la sintomatología de la EII (Molodecky et al., 

2011). Puesto que la dieta de los países desarrollados está repleta de 

alimentos ricos en grasas y azúcares refinados y son precisamente éstos 

los que presentan mayores concentraciones de  AGEs debido al 

procesado térmico, todo esto parece llevar a la conclusión de que 
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existen indicios suficientes para pensar que AGEs como la CML puedan 

tener una relación directa con la EII.  

 

B. Industrialización 

La incidencia de la EII sufrió un fuerte incremento durante el 

siglo XX en países del norte de Europa y EEUU, frente a los países no 

desarrollados, un hecho que se denominó gradiente Norte-Sur 

(Hanauer, 2006). Sin embargo, en los últimos años, en países del sur de 

Europa, incluyendo España, estas diferencias son cada vez más discretas 

ya que la incidencia ha aumentado, de forma paralela a la mejora del 

nivel de vida. Por ello, hoy se habla más bien de un gradiente Este-

Oeste, relacionado con el desarrollo tecnológico, un mejor acceso de la 

población a la medicina de calidad, modificaciones dietéticas, diferente 

tratamiento de aguas, condiciones higiénicas, etc. La incidencia de EII es 

mayor en áreas urbanas que en áreas rurales, por lo que algunos 

investigadores sugieren que empleos que se realizan al aire libre y que 

implican actividad física podrían proteger frente a la EII. 

 

C. Tabaco 

El consumo de tabaco es el factor de riesgo externo asociado a la 

EII mejor estudiado aunque con los conocimientos actuales es difícil 

explicar el papel que desempeña el tabaco en la fisiopatología de la EII. 

Cuando se estudian parejas de gemelos se observa que el hecho de ser 

fumador al diagnóstico se asocia a un mayor riesgo de desarrollar EC en 
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todos los familiares  a diferencia de los pacientes fumadores con CU; es 

más, en parejas de gemelos con diferente comportamiento para la 

variable fumar, casi siempre, el diagnóstico es EC en el fumador y CU en 

el no fumador, traduciendo una potente influencia del tabaco en una 

predisposición genética existente (Molodecky et al., 2011).  

 

D. Infección 

Se conoce que existen patógenos severos que actúan a nivel 

mitocondrial de las células epiteliales, produciendo toxinas como es la 

toxina A, que activa la disgregación de los filamentos de actina del ATP 

(He et al., 2002) afectando así de forma negativa a la barrera epitelial. 

Entre estos patógenos se encuentran Clostridium difficile, Campilobacter 

jejuni, Yersinia enterocolitica o Salmonella typhimurium (Jesenberger et 

al., 2000; Maki et al., 1980).  

 

E. Estrés fisiológico 

Hay estudios que relacionan el estrés fisiológico con la 

potenciación de la EII (Berstein et al., 2010; Mawdsley and Rampton, 

2005) y hay otros estudios que dicen que no existe tal relación  

(Goodhand et al., 2009). En estudios animales y observaciones en 

humanos se ha revelado que el estrés fisiológico crónico aumenta la 

permeabilidad intestinal (Soderholm and Perdue., 2001). En 

concordancia con esto se ha podido observar que en pacientes con EII 
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sometidos a estrés fisiológico sufren cambios en la estructura 

mitocondrial si se compara con individuos sanos (Farhadi et al., 2005). 

 

 F. Medicamentos 

Ciertos medicamentos como los antiinflamatorios no esteroideos 

que producen cambios a nivel mitocondrial y estrés oxidativo, 

aumentado así la permeabilidad intestinal (Soderholm et al., 1999; 

Higuchi et  al., 2009). Otros fármacos como los inmunosupresores 

(Tacrolimus) inhiben la activación de las células T y la actividad 

mitocondrial, aumentando así la permeabilidad intestinal (Gabe et al., 

1998; Madsen et al., 1995). En el caso de los antibióticos como las 

tetraciclinas pueden inhibir la función mitocondrial y modificar la 

composición de la microbiota intestinal (De Jonge, 1973).  

 

G. Isquemia-Cirugía 

En pacientes con EII, la cirugía y el estrés oxidativo aumentan la 

permeabilidad intestinal. Así, el 70% de los pacientes con EII sufren 

algún tipo de cirugía intestinal y  

prácticamente el 100% de éstos sufren una recidiva en la enfermedad 

en el lugar de la resección en los 2-5 años siguientes (Schoultz et al., 

2011). La cirugía siempre origina una isquemia localizada, lo que da 

lugar a un incremento del estrés oxidativo que conduce finalmente a un 

incremento en la permeabilidad intestinal (Willoughby et al., 1996). 
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2.2.3.3. Composición de la microbiota intestinal 

La población microbiana del tracto digestivo del ser humano 

constituye un ecosistema enormemente complejo que incluye 

numerosos tipos de microorganismos. La microbiota de un individuo 

cualquiera está formada por más de 500 especies diferentes y en 

cantidad, suponen unas diez veces el número de células eucariotas que 

forman el cuerpo humano. Por ello, se le conoce como el “órgano” más 

grande del cuerpo humano y supone una defensa natural para el 

hospedador. No es de extrañar, por tanto, que cambios en la microbiota 

intestinal puedan tener repercusiones importantes sobre la salud del 

individuo. 

El intestino fetal es estéril pero la colonización comienza 

inmediatamente tras el nacimiento y está influenciada por el tipo de 

parto (natural o cesárea), el tipo de alimentación (leche materna), 

condiciones higiénicas, infecciones, ingesta de medicamentos y sobre 

todo, factores genéticos (O´Hara and Shanahan, 2006). Está compuesta 

por bacterias anaerobias (Bifidobacterium spp., Clostridium spp., 

Bacteroides spp., Eubacterium spp.) y aerobias (Escherichia spp., 

Enteroccoccus spp., Streptococcus spp.). La microbiota intestinal ejerce 

funciones protectoras (competición con patógenos, producción de 

bacteriocinas), funciones estructurales (fortificación de la barrera, 

desarrollo del sistema inmune, inducción de IgA) y funciones 

metabólicas  



                                                                                                                                                           
                                                                                                                                     Introducción                                                                                                                                      

 
74 

 

(producción de ácidos grasos de cadena corta, síntesis de vitamina K, 

control de proliferación y diferenciación). 

Existe una relación muy importante entre la dieta, la microbiota 

intestinal y el sistema inmune. Existen estudios recientes que muestran 

el efecto considerable que tiene la dieta sobre la composición de la 

microbiota intestinal y ésta a su vez sobre la respuesta inmune 

(Turnbaugh et al., 2009; De Filippo et al., 2010). En dichos estudios se 

observa que al cambiar la dieta a diferentes poblaciones humanas 

cambia también la composición de la microbiota intestinal. Así, cuando 

la dieta es rica en fibra existe un predominio de bacterias del phylum 

Bacteroidetes sobre el phylum Firmicutes y se produce una situación de 

simbiosis y de inmunoregulación. Sin embargo, cuando existe un 

predominio de bacterias Firmicutes frente Bacteroidetes se produce una 

disbiosis y en consecuencia un proceso inflamatorio (Wu et al., 2010; 

Frank et al., 2007). Por todo ello, se puede decir que la composición de 

la microbiota intestinal es muy importante porque influye en la 

respuesta inmune (figura 13). 

 

2.2.3.4. Defectos en la barrera mucosa 

En el tracto gastrointestinal los receptores del sistema inmune 

innato funcionan como un mecanismo inmediato de defensa frente a 

patógenos invasores. En 2004, Rakoff-Nahoum et al., descubrieron que 

los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, Pattern 

Recognition Receptors), los cuales “sienten” las bacterias comensales, 
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mantienen la homeostasis intestinal y la resistencia al daño tisular. Esto 

no es extraño ya que los PRRs dan lugar a una respuesta del sistema 

inmune a través de rutas inflamatorias (NFkB y MAPK). Los PRRs no solo 

controlan la infección y colonización bacteriana, sino que también 

regulan la función barrera del epitelio intestinal, su reparación y la 

homeostasis inmunológica (Rakoff-Nahoum et al., 2004; Chen et al., 

2008; Bouskra et al., 2008; Fukata et al., 2007; Saleh and Trinchieri, 

2011). Así, cuando el tracto gastrointestinal sufre una alteración en los 

PRRs, se producen patologías como la colitis infecciosa, enfermedad 

inflamatoria intestinal y cáncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dieta, microbiota intestinal y regulación del sistema inmune. 
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 Existen cuatro grandes clases de PRRs involucrados en el 

reconocimiento de patógenos: los receptores Toll-like (TLRs), los 

receptores Nod-like (NLRs), los receptores RIG-1-like y los receptores 

de lectina tipo C. De forma general, estos PRRs sienten motivos 

estructurales conservados en los microorganismos, también conocidos 

como patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), como son 

el LPS o el peptidoglicano, los cuales se encuentran en la pared 

bacteriana (Chen and Núñez, 2011). Así mismo, los PRRs también son 

capaces de sentir patrones moleculares endógenos asociados a daños 

en el hospedador (DAMPs), los cuales se generan normalmente durante 

el daño celular o daño a tejidos (Chen and Núñez, 2011). Al contrario 

que los TLRs, que se encuentran en la superficie de las células, los NLRs 

se localizan en el citoplasma y reconocen tanto a los PAMPs como a los 

DAMPs que acceden al interior celular. 

 Los inflamasomas son un tipo de NLRs formados por un 

complejo multiprotéico capaz de activar la pro-caspasa 1 a caspasa 1, la 

cual modifica la pro-IL1β y la pro-IL18 hasta su forma madura y activa 

(Martinon et al., 2002). Los inflamasomas se clasifican atendiendo al 

tipo de PRR que regulan su actividad y dicta la naturaleza del estímulo 

que los activa. Hasta ahora, los más conocidos son el NLRP1, NLRP3, 

NLRC4 y el AIM2, aunque otros como el NLRP6 y NLRP12 están 

centrando la atención en la inflamación intestinal (Chen and Nuñez, 

2010). Estos inflamasomas son capaces de sentir PAMPs, aunque el 

NLRP3 es capaz de sentir también DAMPs. Así, los eventos celulares que 
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necesitan la producción de IL1β e IL18 se regulan a partir de la 

activación de los inflamasomas. 

 

Tipos de inflamasomas 

 El inflamasoma NLRP3 de los macrófagos se activa siempre que 

exista ATP extracelular a través de un gran número de estímulos 

microbianos como pueden ser diversos agonistas de los TLRs (como el 

LPS) y el muramil dipéptido (MDP), agonista del NOD2 (Mariathasan et 

al., 2006; Sutterwala et al., 2006; Franchi et al., 2007). Además, el Nlrp3 

también se activa en fagocitos pre-estimulados con LPS a partir de 

diversas toxinas bacterianas y algunas partículas sólidas como los 

cristales de urato, sílice, asbestos, hidróxido de aluminio o el péptido β-

amiloide. (Martinon, et al., 2006; Hornung et al., 2008; Dostert et al., 

2008; Franchi et al., 2009a).  La capacidad de los distintos PAMPs para 

activar el NLRP3 es compleja, ya que la mayor parte de estas moléculas 

no están estructuralmente relacionadas. Así, resultados recientes 

(Bauernfeind et al., 2009; Franchi et al., 2009b) sugieren que los 

estímulos microbianos, en vez de activar directamente al inflamasoma, 

lo que hacen es inducir su producción vía NFkB, mientras que la señal 

directa de activación es dada por el ATP tal y como se observa en la 

figura 14. De forma similar, las toxinas bacterianas y las partículas 

sólidas activan al NLRP3 tal y como hace el ATP, aunque necesitan de la 

estimulación previa con ligandos para los TLRs, los cuales inducen la 
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expresión del NLRP3 (Martinon et al., 2006; Hornung et al., 2008; 

Dostert et al., 2008; Franchi et al., 2009a). 

 

Figura 14. Esquema del priming y activación del NLRP3. 

 

Así, tanto el TNFα como la IL1 (los cuales activan la vía del NFkB) 

son tan efectivos como los agonistas de los TLRs para promover la 

activación de la caspasa-1 en respuesta al ATP o los cristales de sílice 

(Franchi et al., 2009a; Franchi et al., 2009b). De esta forma, la activación 

del NLRP3 requiere dos tipos de señales. La primera consiste en 
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moléculas microbianas (como los ligandos de los TLRs) o ciertas 

citoquinas que dan lugar a la inducción del NLRP3 vía NFkB. La segunda 

señal que dispara directamente la activación de la caspasa 1, está 

mediada por diversos estímulos como el ATP extracelular, partículas 

cristalinas o algunas toxinas bacterianas.  

El NLRP6 es un inflamasoma mal caracterizado en la actualidad y 

aún no se conoce qué tipo de señal lo activa (Grenier et al., 2002). El 

NLRP6 se expresa fundamentalmente en células intestinales y en células 

hematopoyéticas (Grenier et al., 2002; Chen et al., 2011; Lech et al., 

2010; Normand et al., 2011)  aunque en el caso de éstas se expresa 

diferencialmente: mayores niveles en granulocitos y linfocitos y 

menores niveles en macrófagos y células dendríticas (Grenier et al., 

2002). En el caso de las células intestinales, el NLRP6 está muy 

expresado en miofibroblastos, los cuales tienen una función importante 

en la reparación del epitelio intestinal (Normand et al., 2011; Andoh et 

al., 2007). 

En cuanto al NLRP12 es un inflamasoma aún peor caracterizado 

que el NlLRP6, aunque en este caso se sabe que actúa como un 

regulador negativo de la inflamación, regulando la vía del NFkB. En este 

sentido, las patologías inflamatorias crónicas a nivel intestinal se inician 

por una interacción aberrante del sistema inmune del hospedador con 

la microbiota intestinal (Zaki, et al. 2011). Los receptores del sistema 

inmune innato, como los TLRs, inician estos procesos activando la vía del 

NFkB, el cual es un mediador central para la producción de citoquinas y 
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quimioquinas proinflamatorias. Sin embargo, una regulación cuidadosa 

de la señalización vía NFkB es esencial para mantener un nivel 

beneficioso de interacciones homeostáticas con la microbiota intestinal. 

Así, la señales que de-regulan la vía del NFkB representan un mecanismo 

clave que contribuye a la inflamación intestinal y a la colitis (Yu et al., 

2009), jugando de esta forma un papel clave la activación del NLRP12.   

 

Inflamasomas y homeostasis gastrointestinal 

 El papel de los inflamasomas en la patogénesis de la enfermedad 

inflamatoria intestinal proviene de trabajos previos en los que se 

observaron que los polimorfismos de los genes que codifican la IL18 

están asociados a una mayor susceptibilidad a desarrollar la enfermedad 

de Crohn (Tamura et al., 2002; Zhernakova et al., 2008). De igual forma, 

los polimorfismos en el NLRP3 dan lugar a una producción alterada de 

IL1β en monocitos estimulados con LPS (Villani et al., 2009). La IL18 ha 

sido considerada tradicionalmente como una citoquina proinflamatoria, 

aunque se desconoce el mecanismo exacto por el cual promueve la 

reparación temprana de los tejidos. La extensión en el nivel de 

producción de IL18 determina el nivel de inflamación y reparación. Así, 

cualquier desregulación en la producción de IL18 puede alterar la 

homeostasis a nivel intestinal (Chen and Núñez, 2011). 

 Diversos autores han mostrado que la deficiencia de NLRP3 

incrementa la susceptibilidad a la colitis inducida por DSS, con una 

mayor mortalidad y pérdida de peso (Zaki et al., 2010, Allen et al., 2010; 
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Hirota et al., 2011). La mayor inflamación intestinal en ratones 

deficientes en NLRP3 se asocia con una mayor permeabilidad intestinal y 

traslocación bacteriana, lo que empeora la patología. Así mismo, estos 

ratones tienen alterada la reparación intestinal, lo que agrava los 

síntomas (Zaki et al., 2010) (Figura 15). Esto podría deberse a una 

deficiencia en la producción de IL18 en el epitelio intestinal. De igual 

forma, los ratones deficientes en Nlrp3 tienen una menor producción de 

α-Defensina (Hirota et al., 2011), lo que da lugar a una microbiota mas 

colitogénica. Así, la deficiencia del NLRP3 alteraría los mecanismos 

antimicrobianos, dando lugar a una disbiosis que incrementa la 

susceptibilidad a la colitis por DSS. 

 

Figura 15. Papel del inflamasoma NLRP3 en la regulación de la 

homeostasis intestinal. 
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 En cuanto al NLRP6, varios grupos han mostrado que los ratones 

deficientes en NLRP6 tienen una mayor susceptibilidad a la colitis 

inducida por DSS (Elinav et al., 2011; Chen et al., 2011; Normand et al., 

2011). El mecanismo  de protección mediada por este inflamasoma ha 

sido propuesto por Elinav et al. (2011) y se muestra en la figura 16.  La 

microbiota de los ratones deficientes en NLRP6 es más colitogénica que 

la de los ratones normales, con una mayor presencia de bacterias del 

género Prevotellaceae. Esta microbiota alterada origina una mayor 

producción de CCL5, citoquina que aumenta la inflamación tras el daño 

epitelial subsecuente a la exposición a DSS. Así mismo, al no expresarse 

el NLRP6 existe una menor producción de IL18 a nivel epitelial, lo que da 

lugar a una menor reparación tisular. 

 

 

 

Figura 16. Papel del inflamasoma NLRP6 en la regulación de la 

homeostasis intestinal. 
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 Por otro lado, tal y como se comentó en el apartado anterior, las 

moléculas que regulan de forma negativa la activación del NFkB son 

claves para la homeostasis intestinal. En este sentido, el inflamasoma 

NLRP12 regula de forma negativa la señalización vía NFkB, haciendo que 

las quinasas IRAK1 y NIK sean degradadas por los proteosomas, lo que 

evita la traslocación nuclear del NFkB (Arthur et al., 2007). En este 

sentido, el NLRP12 se expresa principalmente en células 

hematopoyéticas, con una mayor expresión en neutrófilos que en 

macrófagos. También se encuentra este inflamasoma en el intestino, 

pero a niveles hasta 100 veces menores (Zaki et al., 2011). El grupo de 

Zaki ha observado que los ratones deficientes en NLRP12 a los cuales se 

les induce una colitis aguda mediante DSS no tienen una patología 

diferente a la de los ratones control, pero tras la retirada del DSS del 

agua de bebida los ratones control se recuperan mientras que los 

ratones deficientes en NLRP12 continúan con la inflamación intestinal. 

Esto indica que el inflamasoma NLRP12 es necesario para resolver la 

inflamación subsecuente a la administración de DSS, ya que estos 

ratones tienen unos niveles de citoquinas inflamatorias más elevados. A 

nivel molecular se ha observado que los ratones deficientes en NLRP12 

tienen una mayor activación del NFkB y MAPK, lo que da lugar a ese 

incremento en el proceso inflamatorio. Este efecto es más marcado en 

macrófagos, donde el NLRP12 inhibe la señalización mediada por los 

TLRs 2, 3 y 4. De esta forma, la ausencia de este inflamasoma desregula 

la señalización de los TLRs, por lo que se incrementa la activación del 
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NFkB en células mieloides. Así, la actividad del NLRP12 en el 

compartimento hematopoyético es crítica para proteger de la 

inflamación, ya que evita la hiper-respuesta de los macrófagos ante los 

ligandos de distintos TLRs inhibiendo parcialmente las vías NFkB y MAPK 

(Allen et al., 2012).  
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3. OBJETIVOS 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral consiste en 

estudiar el efecto que tiene la ingesta de compuestos avanzados de la 

reacción de Maillard sobre la inflamación a nivel intestinal. Para ello, se 

proponen 3 objetivos parciales: 

 

1. Estudiar el efecto de los AGEs dietéticos sobre los receptores RAGE y 

GPR43. 

 

2. Estudiar el efecto de la activación de los receptores RAGE y GPR43 

sobre la inflamación intestinal. 

 

3. Tratar de conocer si el consumo de AGEs de forma aguda o crónica es 

un factor causal o agravante de la enfermedad inflamatoria intestinal. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. PREPARACIÓN CML 

Para obtener una proteína glicosilada rica en CML se siguió la 

técnica descrita por Valencia et al. (2004). De forma breve, se disuelve 

albúmina sérica bovina (BSA) en tampón fosfato 150mM, pH 7.4 que 

contiene ácido glioxílico (25mM) y NaBH3CN (75mM). A continuación, 

esta solución se filtra de forma estéril y se incuba a 50°C durante 48 

horas para dar lugar a la BSA glicosilada (BSA-G). Como muestra control 

se utilizó la BSA calentada sin ácido glioxílico ni NaBH3CN (BSA-C). Tras la 

incubación, la BSA se ultrafiltra con una membrana de 5kDa para 

eliminar los restos de ácido glioxílico que no reaccionaron y las sales del 

tampón y finalmente se liofiliza.  

 

4.2. CONTENIDO CML EN ALIMENTOS Y TEJIDOS 

El análisis del contenido de CML en la BSA-G, alimentos y tejidos 

estudiados se realizó mediante una combinación de las técnicas de 

Drusch et al. (1999) Thormalley et al. (2003). De forma abreviada, a una 

cantidad de muestra que aporte 10 mg de proteína se le adiciona 1 ml 

de tampón borato 0,2 M pH 9,5 y 1 ml de borohidruro sódico 1 M y se 

dejan reducir durante 4 horas a temperatura ambiente en tubos pyrex. 

Posteriormente la muestra se hidroliza con 3 ml de HCl 12,06 M 

(concentración final 6 M) durante  20 horas a 110°C. Finalmente, 1 ml de 

hidrolizado se deseca en rotavapor a 70°C y se redisuelve en 1 ml de 

fase móvil, filtrándose con un filtro de nylon de 0,25 µm.  
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El análisis de CML se realizó mediante LC-MS/MS (Xevo TQS, 

Waters). La columna cromatográfica fue una Hypercarb (Thermo 

Scientific) de 2,1 x 100 mm y 5µm. La fase móvil fue formiato amónico 

26 mM a pH 3,8 con un gradiente de acetonitrilo (17-25 min., 0-31% 

acetonitrilo; 25-30 min., 31% acetonitrilo; 30-35 min., 31-50% 

acetonitrilo) a un flujo 0,2 ml/min. La CML se detectó en modo de 

ionización positiva, utilizando como patrón D2-CML (Cambridge Isotopes 

Laboratories). 

 

4.3. DETERMINACIÓN ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN ALIMENTOS 

Se estudió la actividad antioxidante de 27 alimentos crudos y 

cocinados con diferentes composiciones: pan, pan integral, cereales de 

desayuno integrales, espaguetis y arroz cocido como derivados de 

cereales; tomate, zanahoria, kiwi, manzana y espinacas cocidas como 

frutas y verduras, respectivamente y  merluza y ternera a la plancha, 

salchichas salteadas, salchichón y jamón de york como pescados y 

carnes, respectivamente; yogur y queso semi-curado como productos 

lácteos; chocolate negro y tiramisú como postres; cacahuetes y 

almendras tostadas como frutos secos; aceitunas y patatas fritas tipo 

chip como snacks y huevo duro. Las muestras se homogeneizaron y 

congelaron a -80°C hasta su análisis mediante el método GAR (Pastoriza 

et al., 2011). 
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Digestión in vitro: las muestras se sometieron a un proceso de 

digestión in vitro que incluía la digestión oral de 1,000 g de muestra con 

250 µl de α-amilasa (37°C/30 min), ajuste del pH a 2, digestión gástrica 

con 300 µl de pepsina (37°C/120 min), ajuste del pH a 6 y digestión 

intestinal con 2,5 ml de una solución de pancreatina y sales biliares 

(37°C/120 min).   

Actividad antioxidante: la actividad antioxidante se determinó 

mediante el método ABTS aplicado a la fracción soluble e insoluble de 

las muestras digeridas. En el caso de la fracción soluble, 200 µl de 

extracto se mezclaron con 280 µl de una solución de ABTS 3,5 mM 

diluída hasta una absorbancia de 0,700 con etanol:agua (50:50), 

tomando la lectura de absorbancia a 730 nm a los 20 minutos. En el caso 

de la fracción insoluble, 20 mg se mezclaron con 2 ml de ABTS y se tomó 

la lectura a los 20 minutos utilizando un lector de placas (Fluostar 

Omega, BMG).  

 

4.4. ENSAYOS CELULARES 

Para evaluar el efecto de la CML sobre el receptor GPR43 y su 

actividad en los neutrófilos, se utilizaron dos modelos celulares: CHOK1 

y neutrófilos obtenidos de ratones WT (ver apartado 4.5. Ensayos 

animales). 
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4.4.1. ACTIVACIÓN GPR43 

Para evaluar la activación del receptor GPR43 mediante distintas 

sustancias (ácido propiónico, CML o BSA-G) se utilizó el método de la 

aequorina en células CHOK1. Estas células provienen del ovario de 

hámster chino y se escogieron, en primer lugar, porque no expresaban 

los receptores RAGE ni GPR43 y en segundo lugar porque estas células 

son las más empleadas a nivel internacional para expresar proteínas 

recombinantes, como puede ser la aequorina. Ésta es una fotoproteína 

que en contacto con calcio emite una luz azulada a 469 nm. Por ello, 

esta proteína se utiliza en biología molecular para estudiar las rutas 

bioquímicas que dan a la movilización de calcio intracelular, como es la 

activación del receptor GPR43. 

El ensayo de la aequorina se realizó siguiendo la técnica descrita 

por Swaminath et al., (2010). De forma resumida, las células CHOK1 se 

sembraron en placas de 145 mm y se cultivaron con un medio que 

contenía DMEM-F12 y 10% suero bovino fetal. Las células se incubaron a 

37°C con un 5% CO2 durante 12 horas y posteriormente se realizó la 

transfección con 5 µg de los vectores pcDNA3.1 para el GPR43 (Sigma-

Aldrich) y pcDNA3.1 para la aequorina (invitrogen). Pasadas 24 horas de 

la transfección, las células se resuspendieron en tampón fosfato con 

CaCl2 1mM y 5µM de coelentarazina a una densidad celular de 2x106 

células/ml. La activación celular mediante el receptor GPR43 supone la 

liberación de calcio intracelular que al unirse al complejo aequorina-
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coelentarazina emite luz azulada cuya intensidad se midió a 469 nm en 

un luminómetro (Fluostar Omega, BMG).   

 

4.4.2. ACTIVIDAD QUIMIOTÁCTICA 

Para determinar el efecto de la CML y BSA-G sobre la quimiotáxis 

neutrofílica inducida por el ácido propiónico, se utilizaron neutrófilos 

obtenidos a partir del lavado peritoneal de ratones WT (ver apartado 

4.5. Ensayos animales) tras 4 horas de una inyección intraperitoneal de 

1 ml de tioglicolato sódico (3%). La actividad quimiotáctica se determinó 

siguiendo el método de Suire et al. (2006). Brevemente, 200 µl de la 

suspensión de neutrófilos se adicionaron a una cámara de policarbonato 

tipo transwell (Millipore) y posteriormente insertado en una placa de 24 

pocillos (Costar) que contenía 300 µl de HBSS con la(s) sustancia(s) a 

estudiar. La microplaca se incubó durante 1 hora a 37°C, tras lo cual se 

sustituyó el HBSS por una solución de EDTA 5mM y se incubaron 30 

minutos en hielo, tras lo cual se contó el número de células en ambas 

cámaras tras tinción de Meyer-Hemalaun. Los resultados se expresaron 

como índice quimiotáctico, el cual refleja la fracción de células que se 

mueven en función del gradiente de ácido propiónico. 

 

4.4.3. ACTIVIDAD FAGOCÍTICA 

La actividad fagocítica de los neutrófilos se estudió mediante la 

técnica de Alexis et al. (2006). Como sustrato para la fagocitosis se 

utilizaron biopartículas de zymosan A de Saccharomices cerevisiae 
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(Sigma-Aldrich) opsonizadas con IgG y conjugadas con fluoresceína 

isotiocianato (FITC). Así, 100 µl de la solución de partículas (2x106/ml) se 

adicionaron a 900 µl de la suspensión de neutrófilos (2x106/ml) y se 

incubaron durante 1 hora a 37°C, tras lo cual se eliminó el sobrenadante 

y la células se resuspendieron en HBSS para determinar la intensidad de 

fluorescencia con un lector de microplacas (Fluostar Omega, BMG). Los 

resultados se expresaron cambios en las unidades de fluorescencia 

emitida.  

 

4.4.4. PRODUCCIÓN DE ROS 

La actividad oxidativa de los neutrófilos en presencia de los 

compuestos ensayados se realizó siguiendo el método de Conlife et al. 

(2005) determinando la quimioluminiscencia dependiente del luminol. 

Los neutrófilos (5x106/ml) se incubaron en HBSS con TNFα durante 25 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionó luminol 

(concentración final 1 µM) y se leyó la producción de luminiscencia en 

microplacas de 96 pocillos (Fluostar Omega, BMG) tras 3 minutos de 

estimulación. Los resultados se expresaron como número de veces que 

cambia la intensidad de luminiscencia asociada a la producción de ROS. 

 

4.5. ENSAYOS ANIMALES 

4.5.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los estudios con animales se realizaron de acuerdo con las 

directivas de la Convención para la protección de los animales 
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vertebrados usados en experimentación y con otros fines científicos 

establecidas por la Unión Europea (85/ETS123; 86/609/EEC) y fueron 

aprobados por el comité de bioética de la Fundación Jiménez Díaz y de 

la Universidad de Granada. Se emplearon tres grupos de animales que 

cubrían la expresión de los dos receptores a estudiar: ratones 

homocigotos control WT (Gpr43+/+ y Rage+/+; Deltagen) y ratones 

transgénicos que sufren la delección del gen que codifica dichos 

receptores, ratones Gpr43-/- (129SvEvBrd, Deltagen) y ratones Rage-/- 

C57Bl/6 (Lexicon Genetics Inc.). Los animales se mantuvieron en ciclos 

de luz-oscuridad de 12:12 horas y tuvieron acceso libre a una dieta 

estándar de laboratorio y agua. El sacrificio se realizó mediante 

sobredosis con halotano.  

En el experimento A, a tres grupos de ratones (WT, Gpr43+/+ y 

Rage-/-
; n = 10) se les indujo una colitis aguda con dextrano sulfato 

sódico (DSS) tras haber ingerido durante       3 días una dieta enriquecida 

al 3% con la BSA-C o BSA-G (3 grupos x 2 dietas = 6 grupos 

experimentales). Tras este periodo, a los ratones se les administró el 

DSS al 4% por medio del agua de bebida durante 7 días y se les 

monitorizó diariamente el tipo de deposiciones y el sangrado presente 

en ellas. El día 7 se sacrificaron los animales, se extrajo el colon y se 

analizó histológicamente siguiendo procedimientos estándar (Maslowski 

et al., 2009). Como control se utilizaron 3 animales de cada grupo a los 

que no se les indujo la colitis mediante DSS. 
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En el experimento B, a tres grupos de ratones (WT, Gpr43+/+ y 

Rage-/-
; n = 10) se les indujo una colitis crónica con DSS (Sina et al., 2009) 

tras haber ingerido durante 3 días una dieta enriquecida al 3% con la 

BSA-G o BSA-C (3 grupos x 2 dietas = 6 grupos experimentales). Tras este 

periodo, a los ratones se les administró DSS al 2% durante 5 días, 

seguidos de 5 días donde se les suministraba agua normal. Este ciclo se 

repitió dos veces más y los animales fueron sacrificados en el día 30. El 

avance de la colitis se monitorizó de igual forma que en el caso de la 

colitis aguda. Como control se utilizaron 3 animales de cada grupo a los 

que no se les indujo la colitis mediante DSS. 

En el experimento C se estudió el efecto de la ingesta de AGEs 

durante un periodo largo (90 días), usando los tres grupos de ratones 

comentados anteriormente (WT, Gpr43+/+ y Rage-/-
; n = 10) y 

suministrándoles una dieta enriquecida al 3% con BSA-G. 

 

4.5.2. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 

Para evaluar el efecto de la ingesta de los AGEs sobre la 

orquestación de la respuesta inmune mediada por los receptores GPR43 

y RAGE, se evaluaron diversos signos clínicos, cambios histológicos y 

producción de citoquinas.    

 

4.5.2.1. Índice de actividad diaria 

Se midió de forma diaria el peso de los animales, la consistencia 

de las heces y el contenido de sangre fecal. Las deposiciones de los 
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animales se puntuaron de 0 a 4, siendo 0 las deposiciones normales y 4 

las diarreicas. En cuanto al contenido de sangre fecal se analizó 

mediante el test Hemoccult (Beckman Coulter). El índice de actividad 

diaria (DAI) se calculó teniendo en cuenta de forma combinada los 

parámetros anteriormente descritos (Siegmund et al., 2001). 

 

4.5.2.2. Infiltración de neutrófilos 

Una sección del colon distal, obtenido tras el sacrificio del 

animal, se fijó en formaldehído al 4% y se insertó en parafina. Secciones 

de 5 µm se tiñeron con hematoxilina-eosina, tomando microfotografías 

con un microscopio equipado con cámara de 600 aumentos. El grado de 

infiltración de los neutrófilos se obtuvo contando todos los neutrófilos 

extrabasales por microfotografía. La puntuación obtenida representa la 

media del contenido de neutrófilos en 4 zonas aleatorias de mucosa y 

submucosa que proceden de tres secciones diferentes del colon 

descendente (Sina et al., 2009).  

 

4.5.2.3. Mieloperoxidasa 

La mieloperoxidasa (MPO) es un enzima utilizado como 

marcador de la infiltración de neutrófilos, aunque no es un enzima 

estrictamente específico de estos fagocitos (Vinolo et al., 2011). El 

análisis de la MPO se analizó en tres segmentos colónicos de cada 

animal siguiendo la técnica de Vieira et al. (2005). Los tejidos se 

homogeneizaron y centrifugaron, realizando el ensayo de la MPO 
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usando un kit comercial (Cayman Chemical). Los resultados se 

expresaron en unidades arbitrarias. 

 

4.5.2.4. Permeabilidad de la mucosa intestinal 

El incremento de la permeabilidad en la mucosa intestinal de los 

distintos grupos de animales se realizó según el método de Mutlu et al. 

(2011) usando como sonda fluorescente la fluoresceína isotiocianato-

dextrano (FD-4; Sigma-Aldrich). Brevemente, el día del sacrificio, una 

hora antes se les suministró a los ratones la FD-4 (125 mg/ml) mediante 

sonda gástrica. Tras el sacrificio, 120 µl de sangre  se centrifugaron y el 

plasma resultante se diluyó con tampón fosfato pH 7,4 midiendo la 

intensidad de fluorescencia con un lector de microplacas (Fluostar 

Omega, BMG).  Los resultados se expresaron en unidades de 

fluorescencia/ml de plasma. 

 

4.5.2.5. Determinación de citoquinas 

El análisis de las citoquinas se realizó mediante diversos kits 

comerciales (Sigma-Aldrich, R&D Systems, eBiosciences) siguiendo el 

protocolo descrito. El tejido colónico se lavó con tampón fosfato frío 

0,02M pH 7,2. Tras homogeneización con una Ultra Turrax (IKA) las 

células se lisaron durante 45 segundos en un baño de ultrasonidos. Tras 

centrifugación, el sobrenadante se almacenó a -80°C hasta su análisis. 

 Los kits usados son kit ELISA para la detección cuantitativa y 

específica de las siguientes citoquinas murinas: IL1β, IL6, IL10, IL18, CCL5 
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y TNFα. Así mismo, aunque el inflamasoma NLRP6 no es una citoquina, 

se utilizó un ELISA competitivo (R&D Systems) para determinar su 

concentración en colon. El principio del funcionamiento de estos ELISAs 

se muestra en la figura 18. El kit contiene una placa de 96 pocillos 

recubiertos de un anticuerpo específico para la citoquina de interés. 

Tras adicionar la muestra, la citoquina se une al anticuerpo y queda 

inmovilizada. Así, tras lavar con agua destilada, se adiciona un 

anticuerpo frente a la citoquina estudiada que porta una peroxidasa 

que, en contacto con la tetrametilbencidina, cambia el color de éste de 

azul a amarillo. Así, la intensidad de la absorbancia medida a 450 nm en 

un lector de microplacas (Fluostar Omega, BMG) se corresponde con el 

contenido de la citoquina estudiada. Los resultados se expresaron en pg 

de citoquina/100 mg de colon. 

 

Step 1 Step 2 Step 3

 

Figura 17. Esquema determinaciones ELISA. 
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4.5.2.6. Expresión receptores RAGE y GPR43 

El estudio de la expresión de los receptores RAGE y GPR43 

durante el experimento C se realizó determinando la presencia de 

RNAm específico de cada receptor mediante PCR cuantitativa en tiempo 

real (Corte-Osorio et al., 2011). De forma resumida, a partir de la 

homogeneización del colon, el RNAm se extrajo con Trizol, se obtuvo el 

cDNA correspondiente a cada uno de los receptores y se amplificó. La 

expresión de los receptores se realizó frente al gen constitutivo de la β-

actina, usado como control positivo. Los primers utilizados fueron 5′-

TTCAGCTGTTGGTTGAGCCTGAA-3’ para el RAGE, 5’-

ACCATCGTCATCATCGTT-3’ para el GPR43 y 5’-AGCGCTTCCGGTGTCCA-3’ 

para la β-actina. Los resultados se expresaron como número de veces 

que se incrementó/disminuyó la expresión del correspondiente 

receptor. 

 

4.5.2.7. Determinación de ββββ-defensinas 

El análisis del contenido de la β-defensina murina 3 (mBD-3) se 

realizó mediante un kit ELISA (EIAab) específico a partir de los extractos 

obtenidos para la determinación de citoquinas. Los resultados se 

expresaron en pg de mBD-3/100 mg de colon. 

 

4.5.2.8. Estudio de la microbiota intestinal 

Para evaluar el impacto de la mBD-3 sobre la microbiota 

intestinal, se analizó el contenido de Faecalibacterium prausnitzii y la 
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familia Prevotellaceae. Para ello se estudió el contenido del gen 

16srRNA mediante rtPCR. Este gen se utiliza para estudios filogenéticos, 

ya que está altamente conservado entre diferentes especies de 

bacterias. Así mismo, puesto que tiene secuencias hipervariables, esto 

origina huellas específicas de cada especie que permite identificarlas 

(Kolbert and Persing, 1999). El método utilizado para la determinación 

de estos dos tipos bacterianos se basó en el de Maukonen et al. (2006). 

Así, el ADN bacteriano se extrajo y purificó de las heces de los ratones a 

partir de un kit comercial (QIAmp Stool Mini Kit, Qiagen) y se almacenó 

a -80°C hasta su análisis. El gen 16S rRNA fue parcialmente amplificado 

con los primers U968-f1GC y U1401-r (Qiagen) y posteriormente 

analizados mediante rtPCR mediante un kit comercial (Qiagen One Spte 

RT-PCR kit, Qiagen). La identificación y cuantificación de cada grupo 

bacteriano se realizó utilizando primers específicos: G-Prevo-F para 

Prevotellas y 5’-GGACTGAGAGGTTGACA-3’ para F. prausnitzii (Matsuki 

et al., 2004). Los resultados se expresaron como el logaritmo decimal 

del número de bacterias. 

 

4.5.2.9. Contenido de sulfatasas intestinales 

Para la determinación de la presencia de sulfatasas a nivel 

intestinal se utilizó el ensayo colorimétrico de Clinch et al. (2002). El 

sustrato 4-nitrofenil-2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosido-6-sulfato 

sódico es degradado por las sulfatasas provenientes de bacterias de 

cierto géneros de la familia Prevotellaceae hasta 4-nitrofenol, cuya 
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coloración amarilla permite su cuantificación. Para realizar la 

determinación es necesaria la utilización de una hexosaminidasa 

externa, proveniente de un extracto de Aspergillus oryzae (Sigma-

Aldrich). Brevemente, para la realización del ensayo, un extracto 

obtenido a partir de las heces de los ratones (tampón TRIS/maleato 

0,05M pH 7,4) se incuba durante 20 minutos a 37°C con una solución del 

compuesto cromogénico (1mM), β-mercaptoetanol (3 mM) y el extracto 

de hexosaminidasa. La reacción se detiene adicionando un tampón de 

glicina 0,5M pH 9,6 y la liberación de nitrofenol se lee en un lector de 

microplacas a 410 nm (Fluostar Omega, BMG). Los resultados se 

expresaron como unidades de sulfatasas/g de heces secas. 

 

4.5.2.10. Determinación de ocludina 

La ocludina es una proteína que pertenece al grupo de las tight 

junctions intestinales, de forma que permite mantener la función 

barrera del epitelio intestinal (Finn et al., 2000). El  contenido de 

ocludina a nivel colónico se realizó con un kit ELISA comercial (USCN) a 

partir de los extractos obtenidos para el análisis de citoquinas. Los 

resultados se expresaron en pg de ocludina/100 mg de colon. 
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4.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para realizar el estudio estadístico se utilizó el programa 

Statgraphics Plus. Las medidas se realizaron al menos por triplicado y la 

normalidad de los datos se comprobó utilizando el test de Kolmogorov-

Smirnov. Los valores P se calcularon utilizando un test de ANOVA 

multifactorial y el test de la t de student. Los valores de P < 0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos.  
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. EFECTO DE LA CML SOBRE EL RECEPTOR GPR43 

La dieta es uno de los factores principales que contribuyen a la 

regulación de la respuesta inmune (Maslowski and Mackay, 2011). Por 

un lado, están los AGEs formados durante el procesado térmico de los 

alimentos o en los lugares de inflamación o incluso en las úlceras 

intestinales producidas durante el shock hemorrágico (Raman et al., 

2006) que dan lugar a una inflamación sistémica de bajo nivel (Vlassara 

et al., 2002). Este efecto proinflamatorio está mediado por la activación 

del receptor RAGE por la CML presente en las proteínas glicosiladas.  

Por otro lado, están los SCFAs resultantes de la fermentación 

fibra dietética que, a nivel colónico, son capaces de unirse al receptor 

GPR43, inhibiendo en gran medida la respuesta inflamatoria ante 

diversos estímulos (Maslowski et al., 2009). Los SCFAs como el ácido 

propiónico interaccionan a través de su grupo ácido con los residuos 

polares TM5 y TM7 del receptor GPR43 (Xue et al., 2011). Puesto que la 

CML (Figura 18), presenta un grupo carboxílico en posición ε de este 

aminoácido, esto podría permitir su interacción con el receptor GPR43 

tal y como lo hacen los SCFAs (Lee et  al., 2008). 



                                                                                                                                                           
                                                                                                                    Resultados y discusión                                                                                                                        

 
104 

 

CML

Propionic acid

Carboxylic group

(responsible of GPR43 interaction)

Aliphatic chain

(responsible of activity strength)

??

 

Figura 18. Estructura química de la CML y ácido propiónico. 

 

Para identificar si existe este tipo de interacción CML-GPR43 se 

midió la respuesta de las células CHOK1 que expresan el receptor GPR43 

a través de la determinación de la intensidad lumínica a 469nm emitida 

por la aequorina (Figura 19). Tomando el ácido propiónico como 

referencia,  se observó  que la CML cristalina solo presenta la mitad de 

la potencia del ácido propiónico a la máxima concentración ensayada, 

mientras que la BSA glicosilada mostró menos del 25% de la actividad de 

éste. Interesantemente, la mezcla de propionato con CML o BSA-G dio 

lugar a una menor respuesta de la aequorina que con el propionato 

solo, lo que indica que la CML, al contrario que otros agonistas sintéticos 

del GPR43 (Wang et al., 2010; Schmidt et al., 2011) se une a  mismo 

lugar de activación de dicho receptor, lo que resulta en una unión 

competitiva propionato-GPR43 ó CML-GPR43. 
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Figura 19. Activación del receptor GPR43 mediante propionato, CML y 

BSA-G. 

 

La BSA-G, después de su digestión in vitro,  está compuesta por 

una gran cantidad de péptidos de diferentes longitudes. Puesto que la 

cadena alifática de los SCFAs se orienta hacia un bolsillo hidrofóbico 

superficial formado por los residuos TM6 y TM7 (Swaminath et al., 

2010) se podría pensar que la cadena alifática de la CML también se une 

a dicho residuo y que el resto de estructura peptídica se encuentra 

rodeando el sitio activo del receptor. Por ello, cuanto mayor sea la 

longitud del péptido, mayor será el impedimento estérico que dificulte 

la unión de otras moléculas de CML o SCFAs, lo que explicaría por qué la 

actividad de la BSA-G es menor que la de la CML cristalina y por qué ésta 

última tiene una menor actividad antagonista que la BSA-G. 

Existen publicaciones que demuestran que el acetato (Maslowski 

et al., 2009), propionato (Vinolo et al., 2009) y el butirato (Sina et al., 

2009) actúan como moléculas quimioatractoras de neutrófilos a través 

de su interacción con el receptor GPR43. Para abordar de forma 
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funcional el efecto de la CML y BSA-G sobre el efecto quimiotáctico 

inducido por el propionato, se indujo la migración de  neutrófilos 

obtenidos de ratones control sobre filtros de policarbonato de tipo 

transwell. Como se puede observar (Figura 20) el propionato dio lugar a 

una potente actividad quimiotáctica a altas concentraciones, tal como 

han descrito otros autores (Vinolo et al., 2009). Por otro lado, la CML 

cristalina presentó una ligera actividad quimiotáctica sólo a altas 

concentraciones, mientras que la BSA-G no demostró ninguna actividad. 

Tal y como se esperaba, la CML y la BSA-G disminuyeron 

significativamente la actividad quimiotáctica de los neutrófilos en 

respuesta al propionato debido a la unión competitiva por el receptor 

GPR43. 
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Figura 20. Actividad quimiotáctica de propionato, CML y BSA-G. 
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Posteriormente se evaluó el efecto de una serie de alimentos 

seleccionados por su diversa capacidad antioxidante y procesado 

térmico sobre la actividad quimiotáctica de los neutrófilos (Tabla 1). 

Como se puede observar, la actividad quimiotáctica varió en función del 

tipo de alimento, aunque encontramos que aquellos alimentos con un 

mayor contenido en CML inducían una menor quimiotaxis. Entre ellos 

encontramos a tubérculos muy procesados, como las patatas fritas, 

carne y derivados como la ternera, salchichas, salchichón o jamón de 

york y derivados de cereales como el pan. Por otro lado, los alimentos 

vegetales produjeron una menor inhibición  del efecto del propionato 

debido a su bajo contenido en CML. Sin embargo, este efecto podría 

cambiar si se incluyera el efecto de la fermentación microbiana, ya que 

podría liberarse una mayor cantidad de SCFAs que compitieran con la 

CML.  
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Tabla 1: Efecto de diversos alimentos sobre la actividad quimiotáctica 

inducida por propionato 

 

 

Sample GAR 
(mmol trolox/Kg) 

CML 
(mg/Kg) 

Chemotactic index 
(fold change) 

Control        - - 1.0 
Propionate 10

-2
M        - - 2.7 

Wheat bread         84.5 17.4 1.7 
Wheat-bran bread 108.7 24.9 1.5 
Whole-grain breakfast 
cereals 106.3 

 
0.6 

 
2.7 

Boiled spaghettis   72.5 1.8 2.6 
Boiled rice     8.8 0.1 2.7 
Fresh tomatoes   98.8 0.4 2.7 
Fresh carrots   55.8 0.2 2.7 
Steamed spinaches   87.8 0.1 2.7 
Kiwifruit   88.9 0.2 2.7 
Apples   71.6 0.2 2.7 
Grilled hake   66.2 9.5 2.1 
Grilled beef steak   34.8 20.5 1.5 
Fried sausages   123.7 55.5 1.0 
Salami-type sausage   76.4  18.3 1.6 
Boiled ham   35.7 17.2 1.7 
Yoghurt   64.8 0.1 2.7 
Semi-cured sliced 
cheese   79.7 

 
9.5 

 
2.3 

Dark chocolate   140.6 8.2 2.1 
Tiramisu   48.8 37.5 1.2 
Boiled lentils 105.2 4.2 2.5 
Boiled red beans   163.8 4.8 2.4 
Boiled chickpeas 107.4 4.6 2.4 
Roasted almonds   51.1 106.0 1.1 
Fried peanuts 100.2 92.9 1.0 
Olives   67.2 2.7 2.6 
Potato chips   51.3 46.6 1.1 
Boiled egg   51.0 2.9 2.5 
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Para que los neutrófilos puedan ejercer su actividad fisiológica 

en sitios de inflamación o infección, no solo es necesario que sean 

atraídos quimiotácticamente, sino que también es necesario que sean 

capaces de fagocitar restos celulares y/o microbianos así como poder 

degradar estos restos a través de la actividad de las especies radicalarias 

de oxígeno (ROS) formadas en los peroxisomas. En este sentido, tal y 

como se puede observar en la figura 21, el propionato no solo induce la 

quimiotaxis de los neutrófilos sino que también induce la fagocitosis. De 

igual forma y coincidiendo con los resultados anteriores, tanto la CML 

como la BSA-G disminuyen esta actividad fagocítica, llegando incluso a 

suprimirla en el caso de la BSA-G. 
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Figura 21. Efecto sobre  la fagocitosis de propionato, CML y BSA-G. 
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Unos resultados similares los encontramos cuando 

determinamos el efecto del propionato, CML y BSA-G sobre la formación 

de ROS (Figura 22). Así, la CML y especialmente la BSA-G disminuyeron 

la formación de estas especies radicalarias.  
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Figura 22. Efecto sobre la formación de ROS de propionato, CML             

y BSA-G. 

Como conclusión de este apartado, podemos decir que los datos 

demuestran que la CML, ya sea libre o en forma de una proteína 

glicosilada, es capaz de interferir con la actividad biológica de los 

neutrófilos. Así mismo, aquellas actividades que impliquen la activación 

del receptor GPR43, como su actividad antiinflamatoria, podrían verse 

disminuidas a nivel fisiológico en presencia de CML proveniente de la 

dieta. 
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5.2. EFECTO DE LA CML SOBRE LA INFLAMACIÓN INTESTINAL 

AGUDA 

Hay diversos estudios que indican que las proteínas glicosiladas 

del organismo, con una alta proporción de CML, son mediadores que 

sostienen la inflamación intestinal (Andrassy et al., 2006)  y juegan un 

papel importante en la patogénesis de la disfunción de la barrera 

epitelial tras un shock hemorrágico (Raman et al., 2006) o sepsis severa 

(Lutterloh et al., 2007) a través de su unión al receptor RAGE. Así mismo, 

los datos obtenidos por medio de los cultivos celulares parecen indicar 

que la CML podría jugar un papel importante en la biología de la 

inflamación a través de diferentes rutas bioquímicas, por medio de la 

activación del receptor GPR43, a parte de la ruta clásica de la activación 

del receptor RAGE.  

El siguiente conjunto de experimentos se realizaron induciendo 

una colitis aguda añadiendo DSS al 4%  durante 7 días en el agua de 

bebida de distintos grupos de ratones. El DSS es un compuesto tóxico 

para el epitelio intestinal, de forma que los ratones expuestos a este 

reactivo desarrollan una inflamación intestinal similar a la colitis 

ulcerosa humana (Sina et al., 2009). Los ratones control (WT), Gpr43-/- y 

Rage-/- usados se alimentaron con una dieta enriquecida al 3% en BSA 

sin calentar (BSA-C) o glicosilada (BSA-G), que contenía 59 mg CML/g 

proteína. Teniendo en cuenta la ingesta de comida diaria de los ratones 

y su peso, se estimó que la ingesta diaria de CML fue de 125 mg/día, 500 

veces superior a la ingesta en humanos que siguen una dieta rica en 
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alimentos con un elevado procesado térmico (Tessier and Birlouez-

Aragon, 2012).  

El índice de actividad diaria (DAI) es un marcador indirecto de la 

evolución de la colitis y comprende la determinación de la pérdida de 

peso, consistencia de las heces y presencia de sangrado fecal. Tal y 

como se observa en la figura 23, el DAI se incrementa a lo largo del 

desarrollo del experimento, ya que se correlaciona con una mayor 

inflamación, tal y como se mostrará posteriormente.  Los ratones   

Gpr43-/- alimentados con BSA-C mostraron un DAI mayor que los ratones 

WT mientras que los ratones Rage-/-  tuvieron un DAI menor, aunque no 

de forma estadísticamente significativa. Los resultados 

correspondientes a los ratones carentes del receptor GPR43 están en 

línea con los encontrados por otros autores (Maslowski et al., 2009; Sina 

et al., 2009) y pueden ser interpretados si se tiene en cuenta que el 

receptor GPR43 desarrolla una actividad antiinflamatoria a nivel 

intestinal; por ello, su deficiencia agravaría la inflamación inducida por 

el DSS. En el caso de los ratones carentes de RAGE, al ser éste un 

receptor proinflamatorio, desarrollarían una menor inflamación. 

Cuando el experimento se hizo con ratones alimentados con 

BSA-G (Figura 24) se observó un DAI mayor en los grupos WT y Gpr43-/-, 

con diferencias estadísticamente significativas en el último día de 

ensayo (P<0,05). El mayor DAI encontrado en estos grupos podría 

explicarse si tenemos en cuenta el efecto de la CML. En el grupo control, 

la CML activaría al RAGE, produciendo un efecto proinflamatorio, y a su 
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vez inhibirían en cierto grado la actividad antiinflamatoria del GPR43, 

con el consiguiente incremento de la inflamación. En el grupo carente 

de GPR43, la ausencia total de actividad de este receptor, unida a la 

activación del RAGE daría lugar a un mayor efecto del DSS.  
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Figura 23. Evolución del DAI en ratones con colitis aguda inducida y 

alimentados con BSA-C. 
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Figura 24. Evolución del DAI en ratones con colitis aguda inducida y 

alimentados con BSA-G. 
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Otro marcador inespecífico de inflamación intestinal es la 

longitud del colon, ya que durante el proceso inflamatorio el colon se 

contrae. Tal y como se observa en la figura 25, la longitud del colon de 

los ratones carentes del receptor GPR43 alimentados con BSA-C fue 

menor (P<0,01) que la de los ratones control o los ratones carentes de 

RAGE.  Estos resultados son similares a los encontrados por Sina et al. 

(2009). Cuando el experimento se repitió con ratones alimentados con 

BSA-G (Figura 26), encontramos que tanto la longitud del colon de los 

ratones WT como de los Gpr43-/- fue menor que la de los ratones 

alimentados con BSA-C. Este es un resultado en línea con el DAI, ya que 

la CML contenida por la BSA-G activaría al receptor RAGE mientras que 

inhibiría la actividad beneficiosa del GPR43. Las diferencias entre todos 

los grupos alimentados con BSA-G fueron estadísticamente significativas 

(P<0,01), teniendo una mayor longitud los ratones Rage-/- por ausencia 

de activación del receptor RAGE y sus efectos adversos. 
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Figura 25. Longitud del colon en ratones con colitis aguda inducida y 

alimentados con BSA-C. 
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Figura 26. Longitud del colon en ratones con colitis aguda inducida y 

alimentados con BSA-G. 

 

La inflamación intestinal se produce como respuesta del sistema 

inmunológico ante un daño exógeno, como es el inducido por el DSS 

(Yan et al., 2009). Ante este daño los neutrófilos son las primeras células 

que acuden al lugar afectado para producir una inflamación localizada 

(extensible a todo el colon en el modelo utilizado para nuestro estudio). 

En este estudio evaluamos el grado de infiltración neutrofílica 

mediante dos parámetros distintos: el contaje directo del número de 

neutrófilos en una sección definida de tejido y mediante la 

determinación del nivel de mieloperoxidasa, enzima ampliamente 

expresada en los neutrófilos para poder realizar su actividad 

detoxificante.  
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Tal y como se muestra en las figuras 27 y 28, los ratones 

alimentados con BSA-C y carentes del receptor GPR43 mostraron un 

mayor grado de infiltración neutrofílica (P<0,01) lo que indica que 

presentan una mayor inflamación intestinal. Así mismo, cuando los 

ratones se alimentaron con BSA-G el grado de infiltración de neutrófilos 

fue significativamente  mayor (P<0,05) en todos los grupos cuando se 

compararon con los ratones alimentados con BSA-C. Estos resultados 

están en línea con los encontrados en los ensayos previos y pueden 

explicarse atendiendo a la activación del RAGE e inhibición del receptor 

GPR43. Esta hipótesis también permite explicar el por qué los ratones 

Rage-/- presentan una menor infiltración de neutrófilos.   
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Figura 27. Infiltración neutrofílica en ratones con colitis aguda inducida. 
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Figura 28. Actividad de la mieloperoxidasa en ratones con                  

colitis aguda inducida. 
 

La acción tóxica del DSS sobre el epitelio intestinal, aparte de 

producir una inflamación colónica, también origina un incremento de la 

permeabilidad intestinal, lo que incrementa tanto la traslocación 

bacteriana como los niveles plasmáticos de antígenos bacterianos y la 

consiguiente respuesta inflamatoria a nivel sistémico (Maslowski et al., 

2009; Sina et al., 2009). En nuestro caso, evaluamos la permeabilidad 

intestinal utilizando como marcador el dextrano, polisacárido no 

digerible cuyos niveles plasmáticos se incrementan en presencia de 

deficiencias en la barrera epitelial. Para poder evaluar la presencia de 

dextrano plasmático, se utiliza su versión conjugada con fluoresceína, 

molécula fluorescente con longitudes de excitación y emisión bien 

definidos (Yan et al., 2009). 
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Los resultados obtenidos para la determinación de la 

permeabilidad intestinal (Figura 29) de nuevo muestran que los ratones 

carentes del receptor GPR43, debido a su mayor daño epitelial, 

presentan una mayor permeabilidad intestinal (P<0,05) datos que 

concuerdan con los encontrados por otros autores (Sina et al., 2009). De 

igual forma, la administración de CML a partir de la dieta incrementó 

significativamente la permeabilidad intestinal (P<0,05) en todos los 

grupos, debido a que este AGE potencia la acción tóxica del DSS 

mediante la activación del RAGE y el bloqueo parcial de la actividad del 

GPR43. 
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Figura 29. Permeabilidad intestinal en ratones con colitis aguda 

inducida. 

 

Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular producidas 

por varios tipos celulares, principalmente por el sistema inmune, 

esenciales para la comunicación intercelular. Estos mediadores solubles 
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controlan muchas funciones fisiológicas críticas como la inflamación y 

respuesta inmune local y sistémica o la reparación tisular. Así, durante la 

inflamación intestinal la proporción de diversas citoquinas se ve 

alterada. El factor de necrosis tumoral (TNFα) es una citoquina 

proinflamatoria secretada por los macrófagos cuyas concentraciones se 

incrementan durante la fase aguda de los procesos inflamatorios.  Como 

se puede observar en la figura 30, al igual que ocurría con los demás 

marcadores estudiados en la inflamación aguda, los ratones carentes de 

GPR43 presentaron mayores concentraciones de TNFα colónico 

(P<0,05), debido a una mayor inflamación derivada de la ausencia de 

actividad antiinflamatoria derivada de dicho receptor. Así mismo, todos 

los grupos estudiados mostraron un incremento en las concentraciones 

de esta citoquina proinflamatoria cuando se alimentaron con BSA-G. 
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Figura 30. Secreción de TNFα en ratones con colitis aguda inducida. 
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Otra citoquina proinflamatoria que se vio incrementada de la 

misma manera fue la IL6 (Figura 31). Esta citoquina es liberada por los 

macrófagos activados y mostró un comportamiento similar al TNFα. 
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Figura 31. Secreción de IL6 en ratones con colitis aguda inducida. 

 

En cuanto a las citoquinas antiinflamatoiras, la IL10  es producida 

principalmente por los monocitos y presenta una actividad 

esencialmente inmunoreguladora, ya que bloquea la actividad del NFκβ 

(Braat et al., 2006). En el caso de esta citoquina, al ser su actividad 

antiinflamatoria, sus niveles fueron menores en los ratones Gpr43-/- tal y 

como muestran los resultados de otros grupos de investigación (Sina et 

al., 2009). La alimentación de los ratones con BSA-G, tal y como era de 

esperar, disminuyó de forma significativa (P<0,05) las concentraciones 

colónicas de IL10 en todos los grupos estudiados (figura 32).   
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Como conclusión al efecto de la BSA-G sobre un modelo murino 

de inflamación intestinal aguda, se puede proponer un mecanismo de 

dos vías que explicaría la actividad de la CML dietética: por un lado, la 

CML activaría al receptor RAGE, dando lugar a la transcripción del NFkB 

lo que originaría una mayor migración de células inmunes hasta el lugar 

de daño epitelial. Así, la consiguiente liberación de citoquinas 

proinflamatorias originaría una inflamación que cursaría con un 

incremento de la permeabilidad intestinal. Por otro lado, la CML 

bloquearía al receptor GPR43, de forma que disminuiría el efecto 

antiinflamatorio inducido por los SCFAs provenientes de la fibra 

dietética. 
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Figura 32. Secreción de IL10 en ratones con colitis aguda inducida. 
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5.3. EFECTO DE LA CML SOBRE LA INFLAMACIÓN INTESTINAL 

CRÓNICA 

Como se ha observado en los apartados anteriores, la migración 

y actividad de los neutrófilos se ve alterada por la presencia de CML, ya 

que ésta bloquea la acción mediada por el receptor GPR43 en presencia 

de ácidos grasos de cadena corta. Así, en los procesos inflamatorios los 

neutrófilos desempeñan un papel fisiopatológico paradójico, ya que son 

necesarios para evitar la traslocación microbiana tras una alteración de 

la barrera intestinal, pero a su vez tienen un papel perjudicial en 

procesos de tipo crónico, ya que la liberación de ROS y citoquinas 

proinflamatorias impiden la resolución de dicha inflamación (Sina et al., 

2009). 

Para evaluar el efecto de la CML en un modelo de inflamación 

crónica, administramos DSS al 2% durante 30 días, alternando ciclos de 

5 días de exposición con 5 días de recuperación. Como se puede 

observar en la figura 33, todos los grupos de ratones sufrían episodios 

de incremento del DAI, seguidos de episodios de recuperación, los 

cuales se correlacionaban con la exposición o no al DSS. Al igual que 

ocurría con la colitis aguda, los ratones Gpr43-/- presentaron más 

diarrea, pérdida de peso y sangrado fecal, que se fue incrementando 

con la sucesión de episodios inflamatorios. Por el contrario, los ratones 

Rage-/- mostraron un DAI menor. Tanto estos ratones como los ratones 

WT conseguían recuperarse parcialmente del daño epitelial inducido por 

el DSS a partir del segundo ciclo, mientras que los ratones carentes del 
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GPR43 no solo no se recuperaron tan bien sino que desarrollaban un 

mayor daño en posteriores ciclos. Esto podría deberse a la ausencia del 

efecto antiinflamatorio inducido por el receptor GPR43.  
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Figura 33. Evolución del DAI en ratones con colitis crónica inducida y 

alimentados con BSA-C. 

 

 Cuando los ratones se alimentaron con BSA-G, todos los grupos 

mostraron un mayor DAI cuando se compararon con los ratones 

alimentados con BSA-C (Figura 34). Esto puede explicarse atendiendo al 

efecto que desempeña la CML en los receptores RAGE y GPR43. Por un 

lado, los ratones carentes del GPR43 desarrollan una mayor inflamación, 

debido tanto a la ausencia del efecto antiinflamatorio de este receptor 

como a un efecto proinflamatorio mediado por la activación del 

receptor RAGE. Debido a la conjunción de estos dos factores, estos 

ratones alimentados con BSA-G pierden más peso, tienen más diarrea y 

sangrado fecal. En el caso de los ratones WT, el mayor DAI encontrado 

en la última semana de tratamiento se puede explicar atendiendo a la 
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activación del receptor RAGE y al bloqueo parcial del GPR43 mediada 

por la CML presente en la BSA-G. Finalmente, los ratones Rage-/-, 

aunque carecen de dicho receptor, presentan un DAI mayor que el de 

sus congéneres alimentados con BSA-C debido a la menor actividad del 

GPR43 por competencia entre la CML y los SCFAs. 
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Figura 34. Evolución del DAI en ratones con colitis crónica inducida y 

alimentados con BSA-G. 

 

Respecto a la longitud del colon, los resultados obtenidos fueron 

los esperados (Figura 35), ya que los ratones Gpr43-/- mostraron una 

menor longitud colónica (P<0,05) cuando se compararon con los ratones 

Rage-/-. Esto puede explicarse atendiendo al efecto protector de la 

ausencia del receptor RAGE y al efecto perjudicial de la ausencia del 

GPR43. Cuando los ratones se alimentaron con BSA-G todos los grupos 

mostraron una longitud del colon menor (Figura 36) debido al efecto de 

la CML sobre los distintos receptores estudiados. 
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Figura 35. Longitud del colon en ratones con colitis crónica inducida        

y alimentados con BSA-C. 
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Figura 36. Longitud del colon en ratones con colitis crónica inducida       

y alimentados con BSA-G. 
 

 Una vez estudiados los signos macroscópicos derivados de la 

inflamación intestinal crónica, se procedió a estudiar el grado de 

infiltración de los neutrófilos en la mucosa. Como se puede observar 

(Figura 37) el número de neutrófilos infiltrados en la mucosa era mayor 
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en los ratones carentes del receptor GPR43 (P<0,05). Cuando éstos se 

alimentaron con BSA-G, el grado de infiltración fue mayor (P<0,01) de 

acuerdo a una mayor activación del receptor RAGE. Así mismo, un 

resultado a tener en cuenta es que en el modelo de inflamación crónica 

existe una mayor diferencia en el grado de infiltración entre los ratones 

que tomaban la dieta enriquecida con BSA-C y los que tomaban la BSA-

G. Esto podría deberse al mayor tiempo de exposición al DSS y a la CML 

dietética, lo que daría lugar a una mayor migración de neutrófilos al 

foco inflamatorio cuando se comparan con los ratones que toman una 

dieta con una menor ingesta de CML.   
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Figura 37. Infiltración neutrofílica en ratones con colitis crónica. 
 

 

Tal y como se comentó para la colitis aguda, la determinación del 

nivel de MPO evalúa de forma indirecta el número de neutrófilos activos 

que se encuentran presente en la mucosa intestinal. Así, los resultados 
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encontrados (Figura 38) son concordantes con el contaje de neutrófilos 

mediante técnicas microscópicas (Figura 37).  
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Figura 38. Actividad de la mieloperoxidasa en ratones con colitis     

crónica inducida. 

 

Cuando se evaluó el grado de alteración de la permeabilidad 

intestinal (Figura 39) se observó que ésta era menor que en el caso de 

la colitis aguda (Figura 29). Esto es un resultado esperable y coincidente 

con los datos publicados por otros autores (Maslowski et al., 2009; Sina 

et al., 2009) ya que en el modelo agudo el daño epitelial es mayor 

debido a que existe una mayor concentración del DSS y a su 

administración de forma ininterrumpida. Aunque la administración de 

BSA-G incrementaba la permeabilidad intestinal, este incremento sólo 

fue estadísticamente significativo para los ratones carentes del receptor 

GPR43. Por otro lado, aunque los ratones carentes del RAGE 

presentaron una permeabilidad menor, esta no fue estadísticamente  
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significativa, lo que indicaría que a nivel de permeabilidad intestinal 

juega un papel principal el receptor GPR43, mientras que el receptor 

RAGE juega un papel secundario. 
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Figura 39. Permeabilidad intestinal en ratones con colitis crónica 

inducida. 

 

Para finalizar el estudio de la colitis crónica, se determinó el 

contendido colónico de citoquinas pro- y antiinflamatorias. Los niveles 

de TNFα (figura 40) e IL6 (figura 41),  como era de esperar, fueron 

superiores en los ratones Gpr43-/- ya estuvieran alimentados con la dieta 

enriquecida en BSA-C o BSA-G. Sin embargo, aunque los niveles fueron 

inferiores a los encontrados en la colitis aguda, no fueron 

significativamente diferentes, especialmente en la dieta con BSA-G, lo 

que indicaría que la exposición prolongada a la CML da lugar a una 

mayor liberación de citoquinas proinflamatorias por sobrerregulación de 

la vía del NFkB. 
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Figura 40. Secreción de TNFα en ratones con colitis crónica inducida. 

 

Esta hipótesis relativa al efecto de la exposición prolongada de 

CML sobre la secreción de citoquinas se confirma con los datos 

obtenidos para la IL6 (Figura 41) la cual tiene un comportamiento 

similar al TNFα. Sin embargo, los niveles de citoquinas antiinflamatorias 

como la IL10 (Figura 42) disminuyeron en menor proporción que el 

incremento de las proinflamatorias cuando comparamos colitis aguda y 

crónica. Este es un resultado muy interesante que podría explicar el por 

qué, aunque haya una producción de citoquinas proinflamatorias similar 

a la colitis aguda, sin embargo los signos clínicos de inflamación (DAI, 

permeabilidad intestinal, etc.) son más leves que en dicha colitis. En la 

colitis crónica, la presencia continuada de CML produciría una 

sobreactivación del NFkB, produciendo una mayor liberación de 

citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, puesto que el bloqueo del 

GPR43 es parcial, se seguirían produciendo cantidades suficientes de 



                                                                                                                                                           
                                                                                                                    Resultados y discusión                                                                                                                        

 
130 

 

IL10, especialmente durante las fases de no exposición al DSS, que 

permitirían desarrollar unos signos clínicos leves.   
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Figura 41. Secreción de IL6 en ratones con colitis crónica inducida. 
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Figura 42. Secreción de IL10 en ratones con colitis crónica inducida. 
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Como conclusión, se podría decir que la CML administrada 

durante un proceso inflamatorio crónico incrementa el nivel de 

inflamación y la gravedad de los signos clínicos, aunque sin llegar a los 

desarrollados durante una inflamación de tipo agudo. Así, la ingesta 

elevada de CML podría prolongar o incluso agravar las recidivas de la 

colitis crónica en aquellos pacientes con una dieta  muy rica en 

alimentos procesados térmicamente, ya que se produciría una mayor 

liberación de citoquinas proinflamatorias que dificultarían alcanzar el 

periodo de remisión, una característica de la enfermedad inflamatoria 

intestinal. 
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5.4. EFECTO DE LA INGESTA DE CML A LARGO PLAZO 

Se sabe que la inflamación fisiológica es beneficiosa para el 

intestino, mientras que la producción exagerada de mediadores 

inflamatorios contribuye a la patogénesis de la inflamación intestinal 

(Dupaul-Chioine et al., 2010). Tal y como se ha mostrado en el apartado 

de la colitis crónica, la ingesta elevada de CML durante 30 días produjo 

la liberación de grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias. Así 

mismo, en los experimentos realizados sobre la colitis aguda se observó 

que la CML producía su efecto proinflamatorio mediante dos 

mecanismos: activación del RAGE y bloqueo parcial del GPR43.  Por todo 

ello, se procedió a estudiar el efecto que tiene la ingesta elevada de 

CML, suministrada en forma de BSA-G, durante un periodo prolongado 

de tiempo (3 meses) en ratones WT sin colitis inducida. 

Tal y como se observa en la figura 43, la secreción de citoquinas 

proinflamatorias, TNFα e IL6, se incrementó a lo largo del tiempo, 

mostrando dos períodos de producción elevada: durante las primeras 2 

semanas y entre la 4ª y la 6ª semana. Así mismo, durante esos periodos 

se produjo un rápido descenso en la secreción de IL10. Estos datos 

sugieren que la CML dietética debe activar al RAGE, de forma que la 

señalización vía NFkB produzca la secreción de citoquinas 

proinflamatorias, mientras que el bloqueo del GPR43 daría lugar a una 

disminución en la producción de la citoquina antiinflamatoria IL10. 
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Figura 43. Secreción de citoquinas durante ingesta prolongada de CML. 

 

El RAGE es un receptor inducible, lo que significa que su 

expresión en la superficie celular está regulada a nivel transcripcional 

(Bierhaus et al., 2005). De hecho, esta inducción es la responsable en 

parte del prolongado efecto proinflamatorio del RAGE mediado por la 

activación del NFkB. Efectivamente, este efecto es capaz de sobrepasar 

los feedback inhibitorios autoreguladores ya que la activación del NFkB 

da lugar a la transcripción y mayor producción de más RAGE, por lo que 

la activación sostenida de este receptor da lugar a una amplificación de 

la señal producida por la CML. Así, las células inmunológicas como los 

neutrófilos sólo expresan pequeñas cantidades de RAGE en condiciones 

fisiológicas, pero cuando sus ligandos se acumulan su expresión se 

induce a nivel transcripcional (Bucciarelli et al., 2002). De igual forma, el 

receptor GPR43 es un receptor inducible (Corte-Osorio et al., 2011). Así, 

la ingesta elevada de fibra fermentable o la adición de SCFAs al agua de 
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bebida de ratas de laboratorio, incrementa la expresión de GPR43 a 

nivel colónico. 

Cuando se realizó el análisis de la expresión de los receptores 

GPR43 y RAGE en el tejido colónico de los ratones estudiados (Figura 44) 

se observó que los niveles de RAGE se incrementaban con el tiempo, 

especialmente durante las primeras 6 semanas, mientras que los niveles 

de GPR43 disminuían. Este es un resultado lógico si se tiene en cuenta 

que la CML presente en la BSA-G es capaz de activar al RAGE, de forma 

que se produciría su inducción. Al contrario, el bloqueo parcial del 

GPR43 hace que éste no pueda ser activado de forma correcta por los 

SCFAs generados durante la fermentación de la fibra, de forma que se 

produciría el efecto inverso, una disminución en su expresión. Así 

mismo, los mayores cambios acontecidos durante las 6 primeras 

semanas se correlacionan con el periodo en el que más rápido crece la 

secreción de citoquinas proinflamatorias y la disminución de las 

antiinflamatorias, lo que nos lleva a pensar en una conexión directa 

entre la activación de estos receptores y la activación inmunológica. 

La glicosilación de proteínas está relacionada con diversos 

mecanismos patológicos como las complicaciones vasculares derivadas 

de la diabetes o incluso el envejecimiento (Thornalley et al., 2003). Así, a 

nivel intestinal una alta proporción de CML parece ser perjudicial para la 

barrera epitelial tras un shock hemorrágico (Raman et al., 2006) o el 

desarrollo de sepsis (Lutterloh et al., 2007). En este sentido la figura 44 

muestra que el contenido de CML colónica se incrementaba con el 
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tiempo, especialmente en la 2ª y entre la 4ª y 6ª semana, tal y como 

ocurrió con las citoquinas proinflamatorias. Puesto que la glicosilación 

de las proteínas que se encuentran en los tejidos se produce por un 

elevado estrés oxidativo, podemos suponer que en este caso es 

consecuencia de una mayor inflamación a nivel intestinal. Así, estos 

resultados están en los mismos niveles que los encontrados a nivel renal 

o en retina de ratas diabéticas (Thornalley et al., 2003). 
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Figura 44. Expresión de RAGE, GPR43 y contenido colónico de CML 

durante ingesta prolongada de CML. 

 

Los inflamasomas son complejos multiproteicos que reconocen 

distintos tipos de productos microbianos. Por ejemplo, el NLRP6 es un 

inflamasoma que se asocia con la homeostasis y/o señales moleculares 

protectoras. La activación de los inflamasomas está bien descrita en 

células del sistema inmunológico innato, aunque también se activan en 

células que no pertenecen a este sistema, como son las células del 

epitelio intestinal (Macia et al., 2012). 
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El papel de los inflamasomas en la inflamación fisiológica ha sido 

demostrado en los trabajos de diversos grupos de investigación que 

indican que la deficiencia de los inflamasomas NLRP3 ó NLRP6 se 

correlaciona con una patología más severa en un modelo de colitis 

inducida por DSS (Dupaul-Chicoine, 2010; Elinav et al., 2011; Zaki et al., 

2011; Strowig et al., 2012). Sin embargo, la ausencia de activación de 

algún inflamasoma está relacionada con la mejora de patologías como la 

gota (Vieira et al., 2011; Macia et al., 2012). Estos autores han 

encontrado que los ratones carentes del receptor GPR43 no desarrollan 

gota cuando se les inyecta cristales de ácido úrico en sus articulaciones, 

aunque estos cristales activan de forma directa al NLRP3 en ratones 

normales. Como los ratones deficientes en GPR43 son más susceptibles 

a desarrollar una colitis por DSS (Maslowski et al., 2009), todos estos 

datos parecen indicar que los SCFAs, al unirse al receptor GPR43 

participarían en la activación del inflamasoma en tejidos intestinales, 

promoviendo la integridad del epitelio, principalmente a través de la 

secreción de IL18 y la regulación de la IL1β (Elinav et al., 2011).  

La figura 45 muestra el contenido colónico del inflamasoma 

NLRP6 así como el nivel de citoquinas IL1β e IL18. El contenido de NLRP6 

se incrementó ligeramente a lo largo del tiempo, aunque no de forma 

significativa. Puesto que parece existir una relación entre la activación 

del GPR43 y la activación de los inflamasomas, el bloqueo de dicho 

receptor por parte de la CML sería el responsable del pequeño 

incremento en la concentración de este inflamasoma. Los niveles de 
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IL18, citoquina responsable de mantener la homeostasis epitelial a nivel 

intestinal, se incrementaron de forma similar a como lo hizo el NLRP6. 

Sin embargo, los niveles de IL1β, citoquina proinflamatoria secretada 

principalmente por los macrófagos activados, se incrementaron 

notablemente durante las primeras dos semanas y posteriormente 

entre la 4ª y 8ª semanas. Así, la secuencia temporal indica que la ingesta 

elevada de CML produciría durante las primeras 2 semanas una 

sobreactivación del RAGE, con la consiguiente producción de citoquinas 

proinflamatorias que activarían a los neutrófilos y macrófagos presentes 

en la mucosa, que serían los encargados de secretar la IL1β. Sin 

embargo, otro tipo de rutas deben activarse que puedan explicar el 

posterior incremento producido a partir de la cuarta semana. 
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Figura 45. Contenido de NLRP6 y citoquinas relacionadas durante 

ingesta prolongada de CML. 
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Las defensinas son péptidos antimicrobianos producidos en 

diferentes epitelios. En el tracto gastrointestinal contribuyen a la 

inmunidad intestinal y ayudan a mantener el balance entre la protección 

frente a los patógenos y la tolerancia ante la microbiota normal 

(Ramasundara et al., 2009). En el colon, las células epiteliales secretan 

β-defensinas como la mBD1, que se expresa constitutivamente. Sin 

embargo, otras defensinas como la mBD-3, son inducidas por varios 

estímulos de tipo inflamatorio o infeccioso. Aunque la ruta responsable 

de dicha inducción no está totalmente descrita, parece que comprende 

la activación del NFkB, el cual dispara la transcripción de los genes que 

regulan la síntesis de β-defensinas (Voss et al., 2006).  

Diversos autores sugieren que una producción alterada de 

defensinas puede ser un elemento importante en la patogénesis de la 

EII (Ramasundara et al., 2009). Por ejemplo, Fahlgren et al. (2003) 

encontraron que la HBD-3 (análogo humano de la defensina murina 

mBD-3) está expresada mínimamente en el epitelio intestinal normal, 

pero se encuentra sobreexpresada en el tejido colónico de pacientes 

con colitis ulcerosa. Como las respuestas del sistema inmune intestinal 

están dirigidas contra las bacterias luminales, un defecto en la expresión 

y/o función de las defensinas podría dar lugar a una desregulación de la 

microbiota y la homeostasis intestinal. 

En la figura 46 podemos observar que el contenido de de la β-

defensina murina 3 (mBD-3) se incrementa desde el comienzo del 

ensayo y especialmente en las primeras 6 semanas. Tal y como se 
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destacó en las anteriores figuras, los cambios en el contenido de 

citoquinas y expresión de receptores también se produjo a mayor 

velocidad durante este mismo periodo, debido a la acción de la CML 

sobre los receptores RAGE y GPR43. Así, la inducción de la mBD-3 sería 

una consecuencia de la activación de del NFkB subsecuente a la 

activación del RAGE por la CML.  
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Figura 46. Evolución de mBD-3 y especies bacterianas durante la ingesta 

prolongada de CML. 

 

Otros datos importantes que se encuentran en la figura 46 es 

que la concentración de algunas especies de la microbiota cambia a lo 

largo del tiempo. El Faecalibacterium prausnitzii es una bacteria 

tolerogénica con actividad antiinflamatoria que se encuentra disminuida 

en pacientes con enfermedad de Crohn (Sokol et al., 2008). Por otro 

lado, algunos géneros de la familia Prevotellaceae (como Prevotella cepa 

RS2) son capaces de alterar la función barrera a partir de la producción 
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de sulfatasas que degradan los oligosacáridos (mucinas) del mucus 

intestinal (Wright et al., 2000). Estos enzimas se encuentran elevados en 

pacientes con EII (Tsai et al., 1995) por lo que sería plausible que el 

incremento de estas bacterias produjera una degradación del moco 

protector que permitiría que un mayor número de antígenos 

bacterianos entraran en contacto con el sistema inmunológico 

intestinal, produciendo una respuesta inflamatoria exacerbada.   

Elinav et al. (2011) encontraron que los ratones deficientes en el 

inflamasoma NLRP6 no solo eran más susceptibles a desarrollar una 

inflamación severa tras la administración de DSS, sino que tenían una 

microbiota alterada, con mayor proporción de bacterias Prevotellaceae 

y del phylum TM7, que podía transmitirse de unos ratones a otros. Así 

mismo, estos autores encontraron que los cambios  de la microbiota se 

debían en parte a una menor secreción de IL18 (relacionada con la 

ausencia de NLRP6) aunque no descartaban que existieran otros 

mecanismos adicionales de regulación. Los resultados hallados en el 

ensayo con CML concuerdan con los hallazgos de estos autores, ya que 

la concentración de NLRP6 e IL18 prácticamente no cambian a lo largo 

del experimento. Puesto que el cambio en la composición de las 

especies analizadas no se produjo hasta que las concentraciones de la 

defensina mBD-3 no fueron altas, ésta podría ser otra ruta de regulación 

de la microbiota, tal y como se apunta en el trabajo de Elinav. 

Tal y como se muestra en la figura 47, el contenido de sulfatasas 

intestinales se incrementó entre la 4ª y 6ª semanas, periodo de tiempo 
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en el que se incrementó el contenido de Prevotellas. Así mismo, a partir 

de la 6ª semana se producjo un incremento sustancial en la producción 

de CCL5. Ésta es una quimioquina proinflamatoria con actividad 

quimiotáctica para los leucocitos (Donlon et al., 1990). Así, la CCL5 es 

una molécula que amplifica la respuesta inmune innata también hacia 

una respuesta inmune de tipo adquirida. Estos resultados están en línea 

con los de por Elinav et al. (2011) los cuales encontraron que la 

microbiota alterada de ratones Nlrp6-/- producían una elevada cantidad 

de CCL5 que daba lugar a una respuesta autoinflamatoria exagerada.  

C
C

L5
 (p

g/
10

0
 m

g 
co

lo
n)

S
u

lfa
ta

s
es

 a
ct

iv
ity

 (u
ni

ts
/g

 d
ry

 f
a

ec
es

)

0

50

100

150

200

0 2 4 6 8 10 12

CCL5

Time  (weeks)

Sulfatases

 

Figura 47. Evolución de sulfatasas y CCL5 durante la ingesta prolongada 

de CML. 

 

Finalmente se estudió la evolución de la infiltración neutrofílica 

(como MPO) en la mucosa, así como la permeabilidad intestinal. A partir 

de la 6ª semana se produjo un incremento en la permeabilidad 

intestinal, al igual que se incrementaron los niveles de ocludina, 
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proteína componente de las tight junctions encargadas de mantener la 

función barrera del epitelio intestinal. Así mismo, se produjo un 

incremento en los niveles de MPO, lo que indica que se incrementó la 

infiltración de neutrófilos en la mucosa intestinal. Puesto que estos 

hechos se produjeron a la vez que el incremento en la CCL5 y con 

posterioridad al incremento en la secreción de sulfatasas, se puede 

hipotetizar que las sulfatasas originaron un daño epitelial (descenso en 

los niveles de ocludina) dando lugar tanto a un incremento de la 

permeabilidad intestinal como a un reclutamiento de neutrófilos. 

 

P
er

m
ea

bi
lit

y 
(f

lu
or

es
ce

nc
e 

un
its

/m
l p

la
sm

a)

O
cl

ud
in

 (
pg

/1
00

 m
g 

co
lo

n)

M
P

O
 (a

rb
itr

ar
y 

un
its

)

Time  (weeks)

0

20

40

60

80

100

120

140

0 2 4 6 8 10 12

Ocludin

Permeability

MPO

 

Figura 48. Evolución de la permeabilidad intestinal, ocludina y MPO 

durante la ingesta prolongada de CML. 

 

En vista de los resultados encontrados, la sucesión temporal de 

los cambios acontecidos sería la siguiente: una ingesta excesiva de CML 

daría lugar a una activación del RAGE y bloqueo del GPR43, lo que 

originaría una elevada producción de citoquinas proinflamatorias, así 
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como cambios en la expresión de dichos receptores que perpetuaría 

este comportamiento. Una de las respuestas a la producción de 

citoquinas proinflamatorias sería la síntesis de la β-defensina mBD-3, la 

cual propiciaría un cambio en la microbiota asociado con la destrucción 

de la capa protectora del epitelio y la integridad de dicha barrera, lo que 

incrementaría la permeabilidad intestinal. Así, una mayor exposición a 

los antígenos luminales provocaría la secreción de grandes cantidades 

de CCL5 que dispararía la activación inmunológica y con ella el 

desarrollo de una inflamación de bajo grado a nivel intestinal (Figura 

49). 
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Figura 49. Evolución temporal de los efectos mediados por la ingesta 

prolongada de CML. 
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Como conclusión de este apartado, se puede decir que la ingesta 

de grandes cantidades de CML durante un periodo prolongado de 

tiempo da lugar a una inflamación intestinal de bajo grado que, en 

individuos con predisposición genética, podría desencadenar un brote 

de EII en situaciones de estrés fisiológico (trauma, infección, etc.). 
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6. CONCLUSIONES 

Los resultados de la presente tesis doctoral demuestran que la 

ingesta de CML, compuesto avanzado de la reacción de Maillard 

generado durante el procesado térmico de los alimentos, da lugar a un 

desequilibrio del status inmunológico a nivel intestinal, lo que origina 

una inflamación de bajo grado. Esta conclusión general se apoya en tres 

conclusiones parciales: 

 

1. La CML es capaz de activar el receptor RAGE y  de bloquear la unión 

de los SCFAs  con el receptor GPR43, por lo que interfiere la actividad 

biológica de los neutrófilos. 

 

2. La CML ingerida a través de la dieta incrementa el nivel de 

inflamación y la gravedad de los signos clínicos de la colitis aguda y 

crónica. 

 

3. En individuos predispuestos genéticamente, la ingesta elevada de 

alimentos muy procesados térmicamente podría ser uno de los agentes 

causales de la EII e incluso factor agravante en aquellos individuos que 

ya la padecen. 
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