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1. OBJETO

La reseccion intestinal es una situacion patologica un tanto complicada, en la que el
organismo de repente se encuentra enfrentado con una malabsorcion de nutrientes debido por
una parte a la disminucioén de superficie absortiva y por otra a la mayor velocidad de transito
intestinal y en consecuencia un menor tiempo de contacto de los nutrientes con la mucosa

intestinal.

Aunque es bien conocida la respuesta compensatoria del intestino remanente que
conlleva importantes cambios morfologicos y fisiologicos, la capacidad de esta respuesta
adaptativa para paliar la malabsorcion intestinal dependera de la proporciéon de intestino
extirpado, del lugar de la reseccion (proximal o distal), del tiempo transcurrido desde la
intervencion quirargica, del tipo de nutricion utilizado tras la operacion (enteral o parenteral) y

de la composicion de la dieta, entre otros factores.

Desde un punto de vista experimental esta metodologia es muy til para profundizar en
el conocimiento de la fisiologia digestiva asi como en la capacidad de adaptacion del organismo
ante una situacion carencial. Las resecciones de intestino delgado también han sido muy
utilizadas para conocer la relacion entre morfologia y eficacia digestiva y metabdlica de

nutrientes.

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, “Alimentacion,
Nutricion y Absorcion” (AGR-206), han puesto de manifiesto que tras la reseccion del 50% de
intestino delgado distal el aprovechamiento digestivo de la grasa y la utilizacion nutritiva de

minerales tales como hierro, cobre y cinc se encuentran afectados negativamente.

La busqueda de un alimento natural que ayudara a paliar, al menos en parte, los efectos
negativos de la reseccion intestinal sobre el aprovechamiento nutritivo de nutrientes nos llevo a
estudiar la leche. La leche de las distintas especies de rumiantes, directamente o como derivados
lacteos, es un alimento de importancia excepcional para la poblacion en cualquier etapa de la
vida. La leche puede ser considerada como una fuente de macro y micronutrientes, ademas de
contener un nimero de compuestos activos que tienen un papel significativo tanto en la

nutriciéon como en la proteccion de la salud.

La leche de cabra, en particular, es de gran interés para su investigacion en el sindrome
de malabsorcion intestinal dada su facil digestion, buena tolerancia y alto valor nutricional.
Tiene unas caracteristicas nutricionales altamente beneficiosas, con un perfil lipidico muy

favorable dado su alto contenido en &cidos grasos de cadena media de facil digestion y

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 3
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absorcion y acidos grasos esenciales, asi mismo es una fuente excelente de proteinas de alta
calidad. También es una fuente importante de vitaminas A, D, E, tiamina, riboflavina y niacina
y entre los mineralesdestacan el calcio y fosforo que, al encontrarse en asociacion con la caseina

de la leche presentan una alta digestibilidad.

En base a estos antecedentes, el objeto de la presente Memoria es estudiar,en el
sindrome de malabsorcion causado por la reseccion del 50% de intestino delgado distal, los
efectos del consumo de leche de cabra, en comparacion con la de vaca, la mas comunmente
consumida, sobre la utilizacidon digestiva de grasa y parametros bioquimicos relacionados con el
metabolismo lipidico (colesterol total, colesterol-HDL vy triglicéridos) y hepatico (transaminasas
GOT/ASAT y GPT/ALAT). Asi mismo se estudia la utilizacion digestiva y metabdlica de
hierro, cobre y cinc mediante la técnica de balance metabdlico y la concentracion de los mismos
a nivel de distintos érganos implicados en su regulacion homeostatica, con el fin de conocer
como la utilizacion nutritiva de estos minerales puede incidir en la distribucion y destino

metabodlico de los mismo

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 4
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. GRASA EN LA NUTRICION

2.1.1. Introducciéon

Ya en 1827 Willian Prout, médico inglés, reconocio la importancia de la materia grasa
en la nutricion ademas de los ya aceptados como son hidratos de carbono y proteinas (Prout,

1827).

Las grasas y lipidos representan un grupo heterogéneo de compuestos caracterizados
por su insolubilidad en aguaque pueden clasificarse en seis grupos principales: acidos grasos,
triglicérido, fosfolipidos, lipidos que no contienen glicerol, lipidos combinados con otros

compuestos (glucolipidos) y lipidos dietéticos

Las grasas son la principal fuente de energia obtenida de los alimentos aportando por
término medio, al ser oxidados, 9Kcal/g. Por otra parte desempefian una funcion reguladora ya
que el colesterol es un precursor de hormonas y de la vitamina D. También son responsables
de la absorcion y transporte de las vitaminas liposolubles (A, D, K y E) y de sustancias con
actividad antioxidante, como los carotenoides y compuestos fendlicos, que se encuentran
disueltas en ellas, por ultimo podemos destacar la funcién estructural de colesterol y
fosfolipidos en las membranas bioldgicas. La grasa es el agente palatable por excelencia, es
decir, contribuye a la palatabilidad de la dieta y, por tanto, a su aceptacion. Las grasas contienen
ciertos acidos grasos que el hombre no puede sintetizar y que, por tanto, son considerados

como nutrientes esenciales, siendo el mas importante el acido linoleico

2.1.2. Requerimientos

En relacion a las ingestas recomendadas para la poblacion espaiiola revisadas en 2013

(Moreiras y col., 2013), no se sefalan ingestas recomendadas de grasa pero se aconseja que su

aporte a la energia total no sobrepase el 30-35%. El &cido linoleico debe suministrar entre 2-6%

de la energia.

Los objetivos nutricionales (ON) son recomendaciones dietéticas cuantitativas y

cualitativas dedeterminados macro y micronutrientes, enmarcadas en la politica nutricional del

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 7
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pais y dirigidas a toda la poblacion con el objeto de conseguir un optimo estado de salud y
especialmente para prevenir las enfermedades cronicodegenerativas mas prevalentes en la
actualidad (cardiovasculares, obesidad, diabetes, algunos tipos de cancer, osteoporosis, etc.).
Incluyen aquellos nutrientes para los que hay evidencia cientifica suficiente sobre su papel en la
salud y en la prevencion de enfermedades cronicas actuando como factores de riesgo o de
proteccion. Por ejemplo, en el caso de los lipidos, no solo es importante aportar una cantidad
minima para suministrar acidos grasos esenciales, para que la dieta sea palatable y también
energética (>25% kcal) sino que en la actualidad es también necesario marcar una ingesta

maxima, que se recomienda no superar (<35% kcal), para prevenir algunas enfermedades

cronicas y especialmente la enfermedad cardiovascular.

Segun los objetivos nutricionales para la poblacion espafiola (FAO/WHO, 2008; EFSA,

2009; SENC, 2011), el rango aceptable de distribucion para la grasa total y acidos grasos es el

siguiente:

Grasa total

Grasa total < 30% o < 35% VCT (si se consumen aceites

monoinsaturados en alta proporcion (aceite de oliva))

AGS <7-8% VCT

AGP 5% VCT

AGM 20% (La diferencia)
Calidad de la grasa

AGP/AGS >0,5
(AGP+AGM)/AGS >2

n-3 AGP Acido « -linolénico

2 g/dia// 0,5-1% VCT

n-6 AGP Acido linoleico

10 g/dia // 2,5-9% VCT

EPA + DHA 250 mg/dia

250 mg/dia

Relacion n-6/n-3

4/1-5/1

Colesterol

< 300 mg/dia / < 100 mg/1.000 kcal (en dietas de unas
2.500 kcal)

Acidos grasos trans

<1% VCT // <3 g/dia

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 8
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2.1.3. Digestion y absorcion de la grasa

2.1.3.1. Triglicéridos de cadena larga

La digestion y absorcion de la grasa se produce en el intestino delgado, donde los
lipidos se convierten inicialmente en compuestos mas polares. En el estomago se termina la
separacion mecanica de la grasa, comenzada en la cavidad bucal, de los demas nutrientes

(Alfin-Slater y col., 1987).

La hidrolisis y absorcion de los triglicéridos que contienen acidos grasos de cadena
larga, requiere unas condiciones poco acidas, una apropiada lipasa, sales biliares y células
absortivas especializadas. Todas estas condiciones se van encontrando en el lumen y mucosa de

la parte alta del intestino delgado.

Se ha demostrado que las glandulas cercanas a la faringe secretan lipasa, que actiia en al
estdbmago para hidrolizar los triglicéridos de cadena larga (Hamosh y col., 1975), formando

compuestos que pueden contribuir a una mayor emulsion de la grasa.

La emulsion de la grasa penetra en el duodeno distal en pequefias porciones reguladas.
Dicha emulsion se mezcla en el duodeno con la bilis y lipasa pancredtica. Esta lipasa es la

principal enzima implicada en la lipolisis de la grasa en el intestino (Alfin-Slater y col., 1987).

La lipasa pancreatica ataca a las moléculas de triglicéridos especificamente y en
secuencias en la posicion 1 y 3, formando primeramente los 1,2-digliceridos y liberando una
molécula de acido graso, y posteriormente da lugar a 2-monoglicerido y otra molécula de acido

graso (Patton,1980).

Los acidos grasos insaturados son hidrolizados mas rapidamente que los saturados

(Hoffman y col.,1964).

La actividad de la lipasa pancreatica es inhibida por un exceso de sales biliares. Sin
embargo, otra enzima producida por el pancreas, la colipasa, se une a las sales biliares,

evitandose de esta forma la inhibicion de la lipasa (Alfin-Slater y col., 1987)

La unidad enzimatica que hace reaccion con la emulsion de lipidos es el complejo de

colipasa-sales biliares-lipasa (Borgstrom, 1975). Los 4&cidos grasos libres y los 2-

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 9



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

monogliceridos se combinan con las sales biliares conjugadas para formar una microemulsion

que facilita la entrada de las grasas a la mucosa.

La isomerizacion parcial del 2-monoglicerido puede producirse en ese momento,
ademas de la hidrolisis adicional a glicerol y 4acidos grasos, catalizada por una lipasa
monoglicérida presente en la fraccion microsémica de la mucosa (Senior y Isselbacher, 1961).

El glicerol soluble en agua es absorbido rapidamente por transporte pasivo.

Las sales biliares conjugadas, que son esenciales para la microemulsion o formacion de
micelas, no son absorbidas a través de la mucosa con los acidos grasos y los monogliceridos
sino que penetran de nuevo en la luz del intestino delgado distal y son recicladas a través del

higado y la bilis otra vez al intestino a través de lacirculacion enterohepatica (Dowling, 1972).

La sintesis de los acidos biliares se incrementa durante la ingesta de alimentos y

disminuye con el ayuno (Ghytom, 1976).

El papel mas significativo de las sales biliares en la absorcion de los lipidos, es el de la
solubilizacion de estos, ademas producen una estimulacion de la secrecion de agua por el

intestino delgado y grueso (Simmonds, 1972).

Una vez llegados los acidos grasos y los monoglicéridos a la membrana celular, con su
alta concentracion de lipidos, pueden penetrar por difusion, puesto que son liposolubles
(Westergaad, 1976). Cuando ya estan dentro de las células, se reesterifican a triglicéridos por
via de un glicerolfosfato, gracias al glicerol obtenido a partir de varias fuentes, o mediante

acetilacion directa de 2-monoglicerido.

El ultimo paso de la absorcion de la grasa es la formacion de quilomicrones que son
resultados de una combinacidon de triglicéridos, fosfolipidos y apoproteina. Estos quilomicrones
se dirigen via linfatica hacia los tejidos para la utilizacion de la grasa (Brooks, 1983; St-Onge y

col., 2002).

2.1.3.2. Triglicéridos de cadena media

Los triglicéridos de cadena media (MCT) contienen 4cidos grasos saturados con una
longitud de 6 a 12 carbonos (St-Onge y col., 2002), como son el acido caproico (C6:0), el acido

caprilico (C8:0), acido caprico (C10:0) y acido laurico (C12:0). Si bien el acido laurico presenta
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propiedades intermedias entre los acidos grasos de cadena media y los acidos grasos de cadena
larga. Se encuentran en algunos aceites como el de coco o el de palma, cuyo contenido en
acidos grasos de cadena media supera el 50% del total de acidos grasos, y en una pequefia
proporcion en otros productos naturales como la leche bovina en la que C6:0-C10:0, constituyen
del 4 al 12% del total de acidos grasos (Jensen, 2002), existiendo grandes diferencias entre
especies, asi la leche de cabra puede contener un 50% mas acidos grasos de cadena media que la
de vaca (Lopez-Aliaga y col., 2005). También pueden producirse por hidrélisis de los aceites de
coco o palma después de la fase de filtracion de los acidos grasos de cadena media y posterior
reesterificacion de los mismos. Los triglicéridos de cadena media obtenidos contienen
principalmente acido octanoico y decanoico en una relacion de 50:50 a 80:20 (Bach y col.,

1996)

Tablal.Acidos grasos saturados comunes en grasas y aceites de la dieta

Butirico butanoico C4:0 Grasa lactea
Caproico hexanoico C6:0 Grasa lactea
; ) Grasa lactea, aceites de coco y de
Caprilico octanoico C8:0
palma.
) _ Grasa lactea, aceites de coco y de
Céprico decanoico C10:0
palma.
Laurico dodecanoico C12:0 Aceite de coco, aceite de palma.
- ; Grasa lactea, aceite de coco, aceite de
Miristico tetradecanoico C14:0
palma.
Palmitico hexadecanoico C16:0 La mayoria de grasas y aceites.
Estearico octadecanoico C18:0 La mayoria de grasas y aceites.
Araquidico eicosanoico C20:0 Aceite de cacahuete.
Behénico docosanoico C22:0 Aceite de cacahuete.
Lignocérico tetracosanoico C24:0 Aceite de cacahuete.

En la Tabla 1 se muestran algunos de los acidos grasos saturados de la dieta mas
comunes, los cuales proceden principalmente de grasas animales y lacteas. También se han
observado niveles considerables de SFA en algunos aceites tropicales, especialmente en los

aceites de palma y de coco.
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Los MCT presentan un punto de fusion mas bajo, menor tamafio de particula, son
liquidos a temperatura ambiente y proporcionan 8,25 kcal/g o menos frente a las 9,2 kcal/g de

los triglicéridos de cadena larga (LCT) (Traul y col., 2000).

La importancia que adquiere el extremo hidrofilo carboxil en relacion al resto de la
molécula y el menor tamafio molecular de lo AGCM, permite que sean solubles en liquidos
fisiologicos, mientras que los AGCL son practicamente insolubles. Electrolitos débiles, a pH
neutro se encuentran muy ionizados, hecho que favorece aunmas la solubilidad en los fluidos
biologicos. En la sangre, los hace mucho mas probable que se utilicen como energia y que sea

menos probable que se depositen como grasa corporal (Clegg, 2010).

El relativo bajo peso molecular y la hidrosolubilidad de los MCT va a facilitar la accion
de las enzimas digestivas, haciendo que la hidrélisis sea mas rapida y completa que la de los

LCT.

A diferencia de los LCT, la digestion de los MCT comienza a producirse ya en el
estomago. La lipasa gastrica, practicamente sin accion sobre los LCT, puede iniciar la hidrolisis
de los MCT transformandolos en acido grasos y glicerol. Aunque con la dieta normal, la
lipolisis gastrica se considera insignificante en el proceso de digestion de la grasa, puede
alcanzar gran importancia cuando la proporcion de grasa en forma de MCT en la dieta es

elevada.

El pequefio tamafio molecular y la gran hidrosolubilidad de estos triglicéridos, hace que
en la luz intestinal los MCT sean hidrolizados a acidos grasos libres por la lipasa pancreatica a
un ritmo cinco veces superior a la hidrélisis de los LCT. La tasa de hidrolisis de los triglicéridos
por la lipasa pancredtica depende de la longitud de la cadena, es mas activa frente a los

triglicéridos con acidos grasos con cadena corta que larga (Roberts y col., 1982).

Por estas propiedades que los definen, en determinadas situaciones patolégicas como en
la insuficiencia pancreatica, en las que aparece un déficit o ausencia de sales biliares o lipasa
pancreatica o ambas, pueden ser absorbidos intactos como MCT. Son hidrolizados en el interior
de la célula de la mucosa, por las lipasas intracelulares (LPL), transformando los acilgliceroles
en acidos grasos libres de cadena media y glicerol. Esta lipolisis intracelular se acompaia de
una rapida eliminaciéon de acidos grasos en la célula. De cualquier manera, la absorcion en
forma de acidos grasos libres de cadena media es dos veces méas rapida que la de los acidos

grasos procedentes de la hidrolisis de los LCT.
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A diferencia de los acidos grasos libres derivados de la hidrolisis de los LCT, que se
reesterifican en las células intestinales para formar nuevamente LCT, y que deberian unirse a
proteinas y fosfolipidos, dando lugar a quilomicrones para entrar al sistema linfatico los AGCM
pasan a través de las células epiteliales sin restricciones a los MCT y, presumiblemente, por su

solubilidad en agua, se absorben directamente en la circulacion portal (St-Onge y col., 2002).

Se ha visto, que en la ingestion conjunta de MCT y LCT existe una mayor preferencia
por la absorcion de los MCT, de forma que estos inhiben parcialmente la absorcion de los LCT,
produciendo asi una mayor absorcion de esteroles. En la absorcion del esteroles se requiere que
estos sean incorporados a micelas y se transporten incorporados a los quilomicrones, proceso

que no tiene lugar en la absorcion de los AGCM (Bach y col., 1982).

El transporte de los AGCM por la sangre puede hacerse como acidos grasos libres o
fijados a la albumina. Estudios de solubilidad y fijacion proteica sefialan que la fijacion es
menor conforme disminuye la longitud de la cadena del acido graso, por lo que los MCT
tendran menor afinidad a esta fijacion que los LCT. Por otra parte, parece ser, que la fijacion de
los 4cidos grasos a la albumina enlentece la entrada en las células del 4cido graso para su
oxidacion, al mismo tiempo que proporciona un medio de transporte al higado (Garcia Unciti,

1996)

El menor tamafio molecular de los AGCM, su alta solubilidad y la fraccién no fijada a
la albumina, va a acelerar la entrada de AGCM en las células y va a permitir una eliminacion

mas rapida de los mismos del torrente sanguineo.

El metabolismo de los AGCM se produce en todo el organismo. Si bien es cierto, que el
higado juega un papel inmediato importante en la oxidacion de AGCM, la cetogénesis inducida

por MCT y en el catabolismo de las emulsiones de grasa basadas en MCT.

La beta-oxidacion de los MCT es mas rapida, debido a que los AGCM no requieren la
presencia de carnitina para ser oxidados en la mitocondria. Como consecuencia de esta rapida
oxidacion, los AGCM no pueden almacenarse en el higado ni en tejido adiposo resultando mas
rapida la sensacion de saciedad (St-Onge y col., 2002). Estudios experimentales realizados en
ratas avalan esta informacion, al probar que con la administracion de cantidades equivalentes de
MCT y LCT, el peso de la rata no aumentaba en el caso de aquellas a las que se les ha
administrado MCT (St-Onge y col., 2002). Lo que indica que los MCT no se almacenan en el

tejido adiposo, sino que se metabolizan totalmente (Macarulla y Goiii, 1990).
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Esta mayor facilidad en la beta-oxidacion de los AGCM produce un aumento del
consumo de oxigeno y del gasto energético, de manera que esto se va traduciendo en una

disminucion del valor energético de los MCT.

El papel de los tejidos extrahepaticos en el metabolismo de los MCT es menos
importante, salvo en la utilizacion de los cuerpos cetonicos. A nivel extrahepatico se ve
aumentado por la administracion de MCT via intravenosa. La infusion de grandes cantidades de
MCT a los tejidos origina, por hidrélisis de los mismos, AGCM que darian lugar a los mismos

fendomenos y seguiran las mismas rutas metabodlicas que en el higado (Garcia Unciti, 1996).

Con un aclaramiento mas rapido y una oxidacion mas completa en el higado y tejidos
que los LCT, los MCT aportan rapidamente energia, a pesar de su menor valor calérico. Esta
energia va a ser aportada en forma de acidos grasos oxidados y cuerpos ceténicos, y va a ser

liberada en el higado y tejidos extrahepaticos.

El hecho de que la Acil-CoA sintetasa de cadena larga tenga mayor afinidad por los
AGCL y de que las enzima especifica de los AGCM (la Acil-CoA sintetasa de cadena media) se
encuentre en la matriz mitocondrial, va a favorecer la activacion o acilacion de los AGCM en el
interior de la mitocondria, donde tendra lugar la oxidaciéon. Una pequeia parte de los AGCM
pueden ser activados en el citoplasma por la Acil-CoA sintetasa de cadena larga.
Experimentos con ratas han mostrado que la entrada rapida en el interior de la mitocondria se
produce en el higado, rifiébn y corazén, pero no ocurre asi en las células de la musculatura
esquelética, en las que la ausencia de Acil-CoA sintetasa de cadena media en la matriz
mitocondrial, conduce a que la acilacion de los AGCM se produzca en el citosol de la célula.

(Bach y col.,1989).

El Acetil-CoA generado por la beta-oxidacion de los AGCM puede participar en la
sintesis “de novo” de acidos grasos. Raramente son esterificados en el higado, por lo que es
comprensible pensar que no inducen a la sintesis hepatica de lipoproteinas de muy baja
densidad. Pero en recién nacidos parece que la incorporacion de AGCM a los lipidos

estructurales es importante.
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2.2. EL HIERRO EN LA NUTRICION

2.2.1. Introduccion

El Fe es un elemento vital para el ser humano. Aunque, se encuentra en cantidades minimas en
el organismo, es un nutriente esencial para el metabolismo celular y la respiracion aerdbica,
participa en numerosos procesos bioldgicos indispensables para la vida, como el transporte de
oxigeno a través de la hemoglobina, la fosforilacion oxidativa, el metabolismo de
neurotransmisores y la sintesis de DNA y RNA ya que se encuentra como componente de

enzimas y otros complejos moleculares (Olivares y col., 2010).

Sin embargo, por ser un metal de transicion, su exceso conduce a toxicidad y muerte
celular como consecuencia de la formacion de especies reactivas de oxigeno (Britton y col.,
1994; Leonarduzzi y col., 1997; Bao y col., 2012). Esta toxicidad se debe a la habilidad del Fe
libre de generar, en conjuncién con el oxigeno, radicales hidroxilos que pueden causar
peroxidacion de las membranas lipidicas y otros constituyentes celulares (Crichton y col.,
2002). Por esta razon, la absorcion, concentracion y estado redox de este metal, deben ser
regulados cuidadosamente: si la cantidad de Fe presente es escasa, se produce anemia y si se
encuentra en exceso, causa dafio en los 6rganos por siderosis. A pesar de dicha toxicidad no

existe un mecanismo eficiente para la eliminacion (Adamson, 2012).

2.2.2. Fuentes alimentarias de hierro

La biodisponibilidad estd definida como la eficiencia con la cual el Fe obtenido de la
dieta es utilizado biologicamente (Wienk y col., 1999), depende del tipo de Fe que se suministre
en los alimentos, de la cantidad del mismo, de la combinacién de alimentos en una comida, el
estado nutricional del Fe y de algunos eventos que requieran modificar la movilizaciéon de Fe
entre los tejidos o la absorcion del mismo como: la eritropoyesis aumentada, la hipoxia y las
infecciones (Hallberg y col., 1998;Gaitan y col., 2006). La absorcion de Fe se encuentra
aumentada durante la deficiencia del metal, las anemias hemoliticas y en la hipoxia, mientras

que en los procesos infecciosos o inflamatorios existe una reduccion de la absorcion del mismo.

Varios factores afectan la biodisponibilidad del Fe de la dieta. La tasa de absorcion
depende del estatus de Fe del individuo, es decir, del nivel de este nutriente en los depositos del

organismo. Una baja cantidad de Fe en los depositos implica una mayor tasa de absorcion.
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Individuos con anemia ferropénica son capaces de absorber entre un 20 y un 30% del Fe
presente en la dieta, mientras que un individuo sin anemia solo absorbe un 5-10% del total

ingerido (Zlotkin, 2001; Conrad y Umbreit, 2002).

La deficiencia de Fe asociada a la nutricion, donde las dietas tienen bajo contenido de
Fe hemo y alto aporte de Fe no hemo, tienen una baja biodisponibilidad, debido a los

inhibidores presentes en las dietas ricas en productos de origen vegetal y pobres en carnes.

El Fe es el tnico micronutriente cuya biodisponibilidad se puede determinar
directamente, lo que se logra mediante técnicas que cuantifican la cantidad de una dosis de los
isotopos radioactivos Fe* o Fe™, o bien de los isétopos estables Fe’” o Fe*®, que se incorpora a
la hemoglobina. Se asume como constante que entre el 80-90% del metal absorbido se usa para
la sintesis de hemoglobina. Debido a que no hay una via especifica de excrecion, es posible

utilizar indistintamente los términos de biodisponibilidad y absorcion (Fairweather-Tait, 2001).

En la dieta, el Fe se encuentra como Fe hemo en las carnes, o como Fe no hemo
(inorganico) en los alimentos de origen vegetal, las sales minerales y algunos alimentos de

origen animal como la leche y los huevos (Fairweather-Tait, 2001; Swain y col., 2007).

El Fe no hemo es la mayor fuente del mineral en la dieta de las poblaciones de los
paises en vias de desarrollo. El Fe hemo se halla en las carnes (rojas y blancas) y la sangre,
también existe un contenido muy bajo de Fe hemo en las semillas de las plantas, asociado a los
anillos tetrapirrélicos de la clorofila, el sirohemo, la fitocromobilina e incluso al grupo hemo
(Santana y col., 1998). A pesar del alto contenido de Fe no hemo de los alimentos, su
biodisponibilidad varia desde menos del 1% hasta un 20%, esto se debe a que otros nutrientes
de la dieta pueden aumentar o disminuir la eficiencia con la cual es solubilizado y/o reducido
por el pH gastrico, compitiendo por el transportador DMT1 en la membrana apical del
enterocito o afectando el metabolismo del metal. S6lo uno de estos efectos o la combinacion de
varios hace que algunos compuestos tengan importancia como inhibidores o estimuladores de la

biodisponibilidad del Fe(Sandstrom, 2001; Miret y col., 2003).

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 16



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

Tabla 3. Contenido en Fe de algunas fuentes alimentarias (modificado de Yip, 2000)

Fuente Racion Fe (mg)
Tofu 1/4 de bloque 6.22
Ostras 6 (medianas) 5.04
Patata con piel 12 patata, cocida 2.75
Rifiones 12 taza, cocinados 2.60
Melaza 1 cucharada sopera 3.50
Ternera 100g, cocinado 2.31
Zumo de ciruelas Un vaso de 250 ml 2.27
Carne de pollo 100g, cocinado 1.13

2.2.3.Interacciones con otros nutrientes

-Potenciadores de la absorcion del Fe no hemo

El 4cido ascorbico (vitamina C) y otros acidos organicos tales como el citrico, malico,
tartarico y lactico tienen efecto potenciador sobre la absorcion del Fe no hemo, tienen la
cualidad de aumentar la biodisponibilidad del Fe y su efecto se atribuye a la capacidad que estos
compuestos tienen para reducir el Fe no hemo y mantener su solubilidad a pH alto, por lo tanto,

aumentan la cantidad de Fe'* que es mas soluble en el lumen duodenal (Teucher y col., 2004).

La vitamina C potencia fuertemente la absorcion de Fe no hemo, reduciendo el Fe
férrico de la dieta (Fe’") a Fe ferroso (Fe’") y formando un complejo absorbible Fe-acido
ascorbico.Asi puespara que la absorcion de Fe sea efectiva deben ingerirse en la misma comida

los alimentos ricos en Fe y los que aportan acidoascorbico(Toxqui y col., 2010).

La carne, el pescado y las aves aparte de proporcionar Fe hemo altamente absorbible,
también potencian la absorcion de Fe no hemo. Alimentos como la carne y el pescado contienen
el denominado “factor carne” que incrementa la absorcion de Fe. Este factor parece estar
constituido por una serie de péptidos que se liberan durante la digestion de estos alimentos

proteicos, los cuales se combinarian con el Fe formando complejos solubles y lo protegerian de
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otros componentes inhibitorios de la dieta permitiendo su absorcion de una manera mas
eficiente (Hurrell y col., 2006). También se ha descrito que fracciones de hidratos de carbono
(glucosaminoglicanos) (Huh y col., 2004) o fosfolipidos (Armah y col., 2008), presentes de
forma natural en la carne pueden estar involucrados. Este efecto positivo no se observaba con la
proteina animal contenida en la clara de huevo o en la leche, la cual tiene grandes cantidades de
coalbumina (proteina quelante del metal) y caseina (proteina que oxida el Fe*") (Bjorn-
Rasmussen y Hallberg, 1979; Hurrell y col., 1988; Emery, 1992; Gaitan, 2006), por lo tanto, al

efecto de las proteinas sobre la absorcion del Fe no hemo se le conoce como "factor carnico".

Los acidos grasos saturados y el aceite de oliva, también favorecen la absorcion de Fe,
mientras que la grasa mas insaturada, particularmente el acido linoleico y los omega-3 (acido
eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico) en exceso pueden reducir la biodisponibilidad de

éste (Pérez-Granados y col., 2005).

Vitamina A (Retinol): Es usual que las deficiencias de vitamina A y Fe coexistan en los
paises en vias de desarrollo y estd claramente establecido que las estrategias para mejorar el
estado nutricional del Fe tengan mayor efectividad cuando se realiza suplementacion del metal y
de vitamina A. La combinacion de vitamina A con Fe se usa para mejorar la anemia
ferropénica. El mecanismo mediante el cual estos dos micronutrientes interaccionan no esta
dilucidado, sin embargo se ha postulado que esta vitamina es necesaria para la movilizacioén de
las reservas de Fe y para la reutilizacion del mismo durante la hematopoyesis, (Bloem, 1995;
Gaitan, 2006),los animales con deficiencia de vitamina A muestran un acumulamiento
aumentado de Fe en higado y bazo, sugiriendo que el déficit de vitamina A deteriora el
mecanismo de movilizacién de los depositos de Fe ( Roodenburg y col.,1996),por otro lado, es
posible que la vitamina A y los -carotenos contribuyan en mantener la solubilizacion del Fe no
hemo contenido en alimentos ricos en algunos compuestos que lo fijan en el lumen e impiden su
absorcion, tal como ocurre con los fitatos y polifenoles (Garcia-Casal y col., 1998; Gaitan,

2006).

-Inhibidores de la absorcion del Fe no hemo:

El acido fitico presente en las legumbres, el arroz y granos enteros, si bien en las
legumbres y los cereales tienen un alto contenido de Fe no hemo, no se considera una buena
fuente de Fe, ya que también son ricos en fitatos (mio-inositol hexafosfato) (Hurrell, 2003). Este
compuesto une eficientemente varios metales en el duodeno inhibiendo su absorcion (Agte,
2005). Debido a que las dietas de los paises en vias de desarrollo son pobres en carne y ricas en

legumbres y cereales, se le ha atribuido al fitato una gran responsabilidad en la génesis de las
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anemias ferropénicas. El efecto inhibitorio del fitato sobre la absorcion del Fe no hemo se
relaciona proporcionalmente con la cantidad del compuesto que se encuentra en los alimentos

(Hallberg y Hulthen, 2000).

La pérdida de los grupos fosfato del mio-inositol hexafosfato genera los derivados
mioinositol pentafosfato, tetrafosfato, trifosfato, difosfato y monofosfato. Esta degradacion es
catalizada por fitasas o por las temperaturas de coccidon de los alimentos que podrian favorecer
la absorcion del Fe no hemo, debido a que se ha comprobado que los compuestos con menos de
5 grupos fosfato tienen una capacidad muy reducida para interferir con la biodisponibilidad de
los micronutrientes minerales (Sandberg y col., 1999; Hurrell y col., 2003). Dentro de los
programas de fortificacidon encaminados a prevenir las deficiencias del Fe, se contempla la
adicion de acido ascorbico, debido a que al promover la reduccion del metal, disminuye la

cantidad de Fe’" que es la forma del metal que se fija al fitato.

Actualmente la industria alimentaria intenta disminuir el contenido de fitatos utilizando
fitasas (capaces de degradar el acido fitico), ademds se estdn manipulando genéticamente
algunas plantas, con el fin de producir alimentos bajos en el compuesto y de este modo

disminuir la incidencia de deficiencias de Fe (Gibson y col., 2003).

Pequefias cantidades de acido fitico (de 5 a 10 mg) pueden reducir la absorcion de Fe no

hemo en un 50% (Fairbanks, 1999; Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Polifenoles (taninos): Estos compuestos presentes en ciertas frutas, verduras, café, té y
especias (orégano), pueden inhibir de forma notable la absorcion de Fe no hemo, ya que se
combinan con el metal formando un compuesto insoluble. Este efecto se reduce en presencia de

la vitamina C (Fairbanks, 1999; Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Proteinas vegetales: Las proteinas de la soja (tofu), tienen un efecto inhibidor en la
absorcion de Fe no hemo, que no depende del contenido en &cido fitico (Food and Nutrition

Board, Institute of Medicine, 2004).

Algunos minerales: La absorcion del Fe no hemo se ve afectada por distintos minerales
con propiedades fisicoquimicas similares en cierta medida al Fe, entre los que se encuentran el
Zn, Mn, Cu y Ca (Reddy y Cook, 1997). Se ha estudiado el efecto de estos minerales en la
biodisponibilidad del Fe (Sharp, 2004). El efecto de estos minerales se debe a que compiten por
los trasportadores de membrana de los enterocitos, modifican el estado de oxidacion o

interfieren en el metabolismo del Fe (Sandstrom, 2001).

La interaccion del Ca y el Fe es de particular importancia, debido a que, ademas de

afectar la biodisponibilidad del Fe no hemo, es el Unico micronutriente implicado en la

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 19



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

disminuciéon de la biodisponibilidad del Fe hemo. Es sabido que el efecto del Ca sobre la
biodisponibilidad del Fe es dosis dependiente, no teniendo efectos a dosis menores a 40 mg de
Ca y cuando es mas de 300 mg de Ca la biodisponibilidad del Fe disminuye hasta en un 50%
(Hallberg y col., 1991; Gaitan, 2006). El Ca y el Fe no hemo compiten por el transportador

DMT1, lo cual explica este efecto.

Sin embargo, Lopez-Aliaga y col. (2000), estudiaron la influencia de la leche de cabra y
vaca sobre la utilizacion digestiva y metabolica de Fe y Ca en ratas adultas. Este estudio
demostro el efecto beneficioso de la leche de cabra, que favorece la utilizacion de Fe y Ca, y
minimiza la interaccion entre estos dos minerales. Cuando el Ca se consume junto al Fe en una
comida, el Ca disminuye la absorcion de Fe hemo como el no hemo. En cuanto al efecto sobre
el Fe hemo, se reconoce que disminuye su biodisponibilidad cuando los dos minerales se
administran en solucion, pero no cuando se administra en comidas completas, es donde no se
puede aislar el efecto de otros inhibidores (Grinder-Pedersen y col., 2004), a pesar de que el
transporte del Fe hemo a través de la membrana apical del enterocito es diferente al del Fe no
hemo, el DMT]1 también esté implicado en el efecto del Ca sobre la biodisponibilidad del Fe
hemo (Roughead y col., 2005).

Actualmente, estudios mas recientes realizados en células Caco2 han observado que el
Ca puede modificar la expresion y la funcionalidad del DMT1 y la FPN, afectando por tanto la
absorcion en la membrana apical y el flujo de Fe a la circulacion a través de la membrana basal
(Thompson y col., 2010; Lonnerdal, 2010). Parece ser que este efecto es a corto plazo y que se
podria producir una adaptacion del organismo a largo plazo, lo que explicaria por qué se
observa el efecto inhibidor del Ca en estudios de absorcion pero no en estudios de intervencion

de periodos mas largos (Lonnerdal, 2010).

El Zn y el Fe no hemo compiten por el transportador DMT]I, por lo tanto, en teoria,
existe una disminuciéon de la biodisponibilidad reciproca entre ambos microminerales. Sin
embargo, los estudios realizados indican que a pesar de que cuando se ingieren ambos metales
en solucion en relaciones de Zn:Fe mayores a 5:1, la biodisponibilidad del Fe se disminuye
hasta en un 56%. Este efecto no se ve cuando la misma relacion molar de los metales se
consume en una mezcla de alimentos (Arredondo y Nufiez, 2005). Diaz-Castro y col., en 2009
encontraron que el consumo de leche de cabra resultaba beneficioso dado su contenido en
vitaminas C y D (Alférez y col., 2006). Sus especiales caracteristicas nutricionales contribuyen
a una mayor biodisponibilidad de Fe y Zn en situacion de ferrodeficiencia en ratas que
consumen dieta basada en leche de cabra (Alférez y col., 2006; Campos y col., 2007; Nestares y
col., 2008; Diaz-Castro y col., 2009).
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El efecto del Cu sobre la biodisponibilidad del Fe es paradodjico, inicialmente, el Cu fue
reconocido como un factor antianémico debido a que la suplementacion de este metal mejoraba
las anemias ferropénicas, independientemente, de la suplementacion con Fe, actualmente se
sabe que la ceruloplasmina es una enzima dependiente de Cu implicada en la absorcion
intestinal y la movilizacion del Fe entre los distintos tejidos (Sharp, 2004) de esta forma, las
deficiencias del Cu afectarian la biodisponibilidad de los dos tipos de Fe. Por otra parte,
estudios realizados in vitro en células caco-2 sugieren que el Cu disminuye la biodisponibilidad
del Fe no hemo, debido a que ambos metales utilizan el transportador de membrana apical

DMT]1 para su absorcion (Arredondo y col., 2006).

Se ha visto que el Mn tiene un efecto inhibitorio sobre la biodisponibilidad del Fe no
hemo, pero atn no hay evidencia de que este efecto sea importante en dietas mixtas, es probable
que actué sumado a los otros nutrientes y compuestos inhibidores (Rossander-Hulten y col.,

1991; Gaitan, 2006).

2.2.4. Funciones del hierro

El Fe es un elemento clave en el metabolismo de todos los organismos vivos. Las
funciones se deben a su capacidad de participar en procesos de oxidacion y reduccion (Beard,
2001). Quimicamente, el Fe es un elemento altamente reactivo que puede interaccionar con el
oxigeno, dando lugar a especies intermedias con una capacidad potencial de dafiar las
membranas celulares o degradar el ADN. El Fe debe estar unido fuertemente a proteinas para

evitar estos potenciales efectos perjudiciales sobre las células.
Las funciones principales del Fe son:

-Transporte y almacenamiento de oxigeno en los tejidos: El grupo hemo forma parte de la
hemoglobina y mioglobina y estd compuesto por un atomo de Fe. Estas proteinas estan

implicadas en el transporte y almacenamiento de oxigeno en nuestro organismo.

La hemoglobina es la principal proteina de las células rojas de la sangre y representa
aproximadamente 2/3 de todo el Fe presente en el organismo. El papel vital que desempeiia la
hemoglobina en el transporte de oxigeno desde los pulmones al resto del organismo se deriva de
su capacidad unica para captar oxigeno rapidamente, durante el corto intervalo de tiempo que
esta en contacto con los pulmones, y liberar posteriormente este oxigeno segun las necesidades

a través de su circulacion por los distintos tejidos.
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La mioglobina juega un papel fundamental en el transporte y almacén de oxigeno a corto plazo
en las células musculares, regulando el oxigeno de acuerdo a la demanda por parte de los

musculos cuando entran en accion (Beard, 2001).

-Sensibilizacion al oxigeno: Un inadecuado aporte de oxigeno, (p. €j. el que experimentan las
personas que viven a grandes altitudes, o los que sufren una enfermedad cronica de pulmoén)
induce una respuesta compensatoria fisioldgica que incluye un aumento de la formacion de
células rojas, un aumento del crecimiento de vasos sanguineos (angiogénesis) y una mayor
produccién de enzimas utilizadas en el metabolismo anaerobio. Bajo condiciones de hipoxia, los
factores de transcripcion conocidos como factores inducibles por la hipoxia, se unen a
elementos de respuesta en ciertos genes que codifican varias proteinas implicadas en la
respuesta compensatoria a la falta de oxigeno e incrementan la sintesis de dichas proteinas.
Recientes estudios revelan que la enzima prolil-hidroxilasa Fe-dependiente juega un papel
crucial en la regulacion de estos factores inducibles por la hipoxia y consecuentemente en la
respuesta fisiologica a esta situacion. Cuando la tension celular es adecuada, las subunidades o
de los recién sintetizados factores inducibles por la hipoxia, son modificados por la enzima
prolil-hidroxilasa en un proceso dependiente de Fe que las hacen muy sensibles a la
degradacion. Cuando la tension celular de oxigeno cae por debajo de un umbral critico, la prolil-
hidroxilasa no puede modificar la subunidad o para su degradacion, lo que permite que esta
subunidad o se una a la subunidad B y formen un factor de transcripcion activo, que es capaz de
entrar en el nacleo y unirse a elementos de respuesta especificos en ciertos genes (Ivan y col.,

2001; Jaakkola y col., 2001).

-Transporte de electrones, metabolismo energético y detoxificacion del organismo: El Fe
interviene en el transporte de energia en todas las células, en la produccion de ATP mitocondrial
donde participan multitud de enzimas que contienen Fe hemo y no hemo. Los citocromos que
tienen al grupo hemo en su composicion, presentes en practicamente todas las células, ejercen
su funcion en la cadena de transporte electronico mitocondrial, transfiriendo electrones y
almacenando energia gracias a las reacciones de oxidacion y reduccion del Fe. Numerosos
xenobioticos insolubles en agua y moléculas orgénicas toxicas son transformadas por el sistema
del citocromo P-450 hepatico, en otras moléculas mucho mas hidrosolubles que pueden ser

excretadas por via biliar (Beard, 2001).

-Antioxidante y funciones pro-oxidantes beneficiosas: La catalasa y la peroxidasa son enzimas
que contienen el grupo hemo y protegen a la célula contra la acumulacion de perdxido de
hidrégeno, una especie reactiva del oxigeno altamente perjudicial, convirtiéndola en agua y

oxigeno (Brody, 1999).
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-Sistema inmune: La enzima mieloperoxidasa estd presente en los neutrofilos que forman parte
de las células sanguineas, encargadas de defender al organismo contra las infecciones o
materiales extrafios. Esta enzima, que presenta en su composicion un grupo hemo, produce la
sintesis de acido hipocloroso (una especie reactiva del oxigeno) usada por los neutréfilos para
destruir a bacterias patogenas y otros microorganismos, consiguiendo asi eliminar los agentes

patégenos (Brody, 1999).

-Sintesis del ADN: La ribonucledtido reductasa es una enzima dependiente de Fe requerida
para la sintesis del ADN y division celular, de hecho, esta enzima tiene un papel limitante en la

sintesis del acido desoxirribonucleico (Beard, 2001).

Se ha observado en ferrodeficiencia un aumento en la eliminacion urinaria de catecolaminas, un
aumento de la fenilalanina en la sangre y de la adeniltirosina hidroxilasa con la disminucion de

la sintesis del ADN (Hillman y col., 1995).

-Sistema nervioso: El Fe tiene un papel importante en sistema nervioso central ya que participa
en la regulacion los mecanismos bioquimicos en el cerebro, en la produccion de
neurotransmisores y otras funciones encefalicas relacionadas con la atencion, aprendizaje y la

memoria como asi también en ciertas funciones motoras y reguladoras de la temperatura.

En ferrodeficiencia, se pueden afectar determinadas estructuras cerebrales que requieren un
contenido relativamente elevado de Fe, como demuestra el dato indirecto de las reservas
hepaticas de dicho elemento. Las funciones mas afectadas son las relacionadas con el sistema
dopaminérgico de neurotransmision, posiblemente porque conduce a una disminucidén del
receptor D2 de la dopamina, asociado con alteracion del catabolismo de las aminas bidgenas

como la serotonina y el de opiopéptidos endogenos.

En el nacimiento solo existe en el encéfalo un 10% del Fe presente en la edad adulta,
aumentando el contenido neuronal hasta el 50% a los 10 afios y alcanzando el nivel maximo
entre los 20 y 30 afios. Se ha observado en animales de experimentacion, que si no se alcanzan
los niveles de Fe, sobre todo durante la época de crecimiento, no se pueden conseguir
posteriormente a pesar de un importante suministro, lo que conlleva un riesgo de afectacion

neuronal (Hallterman y col., 2001).
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2.2.5. Utilizacion nutritiva de hierro

2.2.5.1.Requerimientos

Los requerimientos de Fe en cada etapa de la vida estan determinados por el estatus y
los cambios fisiologicos a los que se enfrenta el organismo durante su desarrollo. Los
requerimientos estimados son el promedio en respuesta de la biodisponibilidad del Fe, en un 5%
para una dieta estrictamente vegetariana, un 10% en carne con acido ascorbico y un 15% para
dietas ricas en carne y frutas. Por ejemplo se estima una recomendacion tres veces mayor (27,4

mg Fe/dia), con Fe de un 5% de biodisponibilidad (WHO/FAO, 2004).

El recién nacido sustituye el Fe suministrado por la placenta por otro aporte de los

alimentos, que frecuentemente es insuficiente.

Durante el primer afio de vida, el nifio crece rapidamente, triplicando su peso y
duplicando el contenido Fe corporal (Dallman y col., 1993). En este periodo se estima que las
necesidades de Fe oscilan en un rango de entre 0.6 y 1.0 mg/Kg/dia (11 mg/dia) (Bothwell,
1995; Food and Nutrition Board, 2004).

Se pueden distinguir tres periodos caracteristicos, dependientes del estado nutricional

del Fe:

-El primer periodo de 6 a 8 primeras semanas, durante las cuales se produce un descenso
progresivo de los niveles de hemoglobina, de 170 g/L al nacer a 110 g/L., como consecuencia de
la disminucion de la eritropoyesis. El Fe liberado resultado de la destruccion de los hematies, es
insuficiente para cubrir las necesidades durante este periodo, almacenando el que no se utiliza,
para satisfacer las demandas de las siguientes etapas del desarrollo. En este periodo, la cantidad

de Fe absorbido a partir de los alimentos no es significativa (Lonnerdal y Dewey, 1995).

-El segundo periodo se caracteriza por el inicio de la eritropoyesis, a expensas
fundamentalmente del Fe almacenado como producto de la destruccion de los hematies en la

etapa anterior, conduciendo a un incremento de los niveles de hemoglobina.

-El tercer periodo comienza alrededor del 4° mes, se caracteriza por un aumento progresivo de
la dependencia de Fe alimentario para garantizar una eritropoyesis eficiente. Hay que asegurar
que el lactante tiene una dieta rica en Fe, garantizando un suministro adecuado para cubrir sus

requerimientos (Dallman y col., 1993).

En niflos prematuros y con bajo peso al nacer, la susceptibilidad de desarrollar una

ferrodeficiencia es mucho mayor, ya que sus reservas corporales son menores, unido a un
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crecimiento postnatal mas acelerado. Esto hace que las reservas se agoten mas facilmente, por

lo que se hace necesario el suministro de Fe exdgeno antes del 4° mes de vida.

Lonnerdal y Dewey en 1995, afirman que durante la infancia, las necesidades de Fe
para el crecimiento son menores, alrededor de 10 mg/dia, pero contintian siendo elevadas en
términos de ingesta relativa, comparadas con las del adulto, por lo que no desaparece el riesgo
de desarrollar una ferrodeficiencia. En este periodo es fundamental evitar los malos habitos

dietéticos que limitan la ingesta de Fe o alteran su biodisponibilidad.

En la adolescencia se produce un nuevo incremento de las demandas de Fe, como
consecuencia del crecimiento acelerado. Durante el desarrollo puberal, un adolescente aumenta
unos 10 Kg de peso, y debe acompafiarse de un incremento de 300 mg de su Fe corporal para
mantener constante los niveles de la hemoglobina, que aumentan en este periodo de 50-100
g/L/afio. En consecuencia, un adolescente varon requiere alrededor de 350 mg de Fe al afio
durante el pico de crecimiento (Uzel y Conrad, 1998).En las adolescentes las necesidades de Fe
son superiores, ya que aunque la velocidad de crecimiento es menor, se adicionan las pérdidas
menstruales (Lonnerdal y Dewey, 1995). El aumento de unos 9 Kg de peso de una adolescente
durante la pubertad, implica un aporte de unos 280 mg de Fe para mantener la concentracion de
hemoglobina en niveles adecuados. Un sangrado menstrual promedio de unos 30 mL de sangre
implica la pérdida de unos 75 mg de Fe. En consecuencia, una adolescente en pleno pico de

crecimiento requiere unos 455 mg de Fe al afio.

En las mujeres en edad fértil, los requerimientos son similares a los de una adolescente,
fundamentalmente debido a las pérdidas menstruales. Estos requerimientos pueden aumentar
por el uso de dispositivos intrauterinos, que provocan aumentos imperceptibles de las pérdidas,
unido en ocasiones a una dieta inadecuada; los embarazos y la lactancia pueden agravar esta

situacion (Conrad y Umbreit, 2000).

En embarazadas las perdidas basales son de 14 mg Fe/dia, para un peso de 64 Kg
durante 280 dias y se asegura que el deposito de Fe en el feto y la placenta es 315 mg de Fe. El
incremento de la concentracion de la hemoglobina se asume de 500 mg de Fe. Esto suma a 1070
mg de Fe durante el embarazo, estimando que las pérdidas en el parto corresponden solo a 250-
350 mg Fe (WHO/FAO, 2004). Por lo que el balance de Fe no depende solo de la dieta, sino

también del almacén de Fe, que varia en el curso del embarazo (Hallberg, 1988).

En la postmenopausia, las mujeres que no experimentan pérdidas menstruales, y que
tienen una media de peso corporal, tienen los mismos requerimientos que los hombres de su

misma edad.
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En el hombre adulto, solo las pérdidas de Fe basal son un determinante en el
requerimiento de este mineral. Se asumen pérdidas de 14 mg de Fe/Kg/dia y siendo las

recomendaciones de 8 mg/dia.

Tabla 4. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de Fe (modificado de Food and Nutrition Board,
Institute of Medicine, 2004)

Etapa de la vida Edad Hombres (mg/dia) | Mujeres (mg/dia)
Lactantes 0-6 meses 0.27 0.27
Lactantes 7-12 meses 11 11

Nifios 1-3 afios 7 7
Nifios 4-8 afios 10 10
Nifios 9-13 afios 8 8
Adolescentes 14-18 afios 11 15
Adultos 19-50 afios 8 18
Adultos 51 afios en adelante 8 8
Embarazo Todas las edades - 27
Lactancia materna 18 afos 0 menos - 10
Lactancia materna 19 afios en adelante - 9

Las necesidades de la rata, tanto en fase de crecimiento como en la edad adulta, se establecen en

45 mg de Fe/Kg de dieta (Reeves y col., 1993).

2.2.5.2. Absorcion
La Figura 1 muestra el proceso de absorcion de hierro hemo y no hemo.

El Fe ingerido con los alimentos se absorbe casi exclusivamente en la zona proximal del
duodeno. En este punto hay que diferenciar dos vias de absorcion en funcion de la forma en la

que este Fe se encuentre (Hurrell y Egli, 2010).

El Fe no hemo o inorganico se encuentra tanto en alimentos de origen animal como de
origen vegetal, en la forma reducida (Fe’") o en la forma oxidada (Fe’"). Constituye la mayor
fuente de Fe en la dieta habitual de los paises occidentales (85-90%), y su absorcion presenta

una enorme variabilidad, debido a que existen numerosos factores que la condicionan.
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El Fe hemoesta constituido por una molécula de protoporfirina que contiene un atomo
de Fe en forma reducida en su interior. Estd presente solamente en alimentos de origen animal
(carnes y pescados) y supone aproximadamente el 10% del Fe total de la dieta, aunque su

absorcion es mucho mas eficiente que la de Fe no hemo.

- Absorcion de Fe no hemo o inorganico

Los complejos de Fe no hemo presentes en los alimentos son degradados durante la
digestion en el tracto gastrointestinal, debido a la accion de la pepsina y del acido clorhidrico.
Una vez liberado, la mayor parte del Fe no hemo pasa a formar parte de un pool de Fe ionizado
en el que predomina el Fe férrico (Fe’"), el cual tiene una baja biodisponibilidad y
practicamente no se absorbe (Han, 2011). Por tanto, el Fe’" debe ser reducido a su forma ferrosa
(Fe*") para que se produzca su absorcidn, y ello requiere dos condiciones: la presencia de un
medio acido, como el del estdmago, y de un compuesto con actividad ferroreductasa (Sharp y
Srai, 2007). Aunque existen determinados componentes de la dieta que pueden realizar esta
funcion, la principal actividad de reduccion de Fe*"a Fe** es llevada a cabo por el enzima Dcytb
(citocromo duodenal b) (Figura 1-1), la cual es una hemoproteina situada en la membrana apical
del enterocito que utiliza ascorbato para facilitar la ferroreduccion (Oakhill y col., 2008). Su
expresion se ve aumentada en situaciones de deficiencia de Fe e hipoxia, y se ha demostrado
que la sobreexpresion del enzima en células intestinales humanas Caco2 implica un aumento

significativo de la absorcion de Fe (McKie y col., 2001; Latunde- Dada y col., 2008).

El Fe** es entonces transportado a través de la membrana del enterocito por el
transportador de metales divalentes 1 (DMT1). El DMTI1 es capaz de transportar protones con
una estequiometria de un proton por cada cation divalente, y este gradiente de protones,
asociado con el pH ligeramente acido del duodeno proximal, es la fuerza motriz para la entrada
del Fe** al enterocito. Es decir, el transporte de Fe a través del DMTI esta acoplado a una
bomba de protones y es dependiente de pH, siendo 6ptimo un pH< 6 (Tandy y col., 2000). El
DMT!1 es capaz de transportar no solamente el Fe**, sino también un amplio rango de cationes
divalentes: Zn*", Mn*", Co*", Cd**, Cu*", Ni*", y Pb*" (Mackenzie y col., 2008; Olivares y col.,
2010).

Se ha descrito otro transporte alternativo de Fe no hemo, que implicaria el paso de Fe**
a través del complejo B3 integrina-mobilferrina al enterocito (Figura 1-2)(Toxqui y col., 2010).
Sin embargo esta via de absorcion no esta bien caracterizada y hay pocas evidencias
quedefiendan su existencia, pero revisiones recientes sobre el tema consideran que el transporte

de Fe’" es minoritario (Bleackley y col., 2009). Se cree que en estados de deficiencia de Fe la
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mobilferrina podria ser secretada en el lumen del intestino delgado junto con la proteina de la
mucosa intestinal, mucina, y el complejo formado por las dos proteinas podria quelar Fe**
(Conrad y col., 1994). El complejo soluble mobilferrina- mucina-Fe’* llegaria hasta la
membrana apical del enterocito donde la B3 integrina facilitaria el paso del Fe’” al interior del

enterocito (Simovich y col., 2003).

Dentro del citosol, se produciria la formacion de la paraferritina, un complejo formado
por B3 integrina, mobilferrina, flavin mono-oxigenasa y DMT1, con actividad ferroreductasa

capaz de reducir el Fe’" transportado a Fe*” (Umbreit y col., 1996)

1 2 3 APICAL
Fer .. (INTESTINO)
“I Mobilferrina 8 Mucina

Ceruloplasmina
BASOLATERAL

5 —ir w — 5 w (SANGRE)

TRANSFERRINA

Figura 1. Absorcion de Fe hemo y no hemo en el enterocito. 1) Absorcion de Fe ferroso (Fe"),
2) absorcion de Fe férrico (Fe’"), 3) absorcion de Fe hemo, 4) transporte y almacenamiento de
Fe intracelular, 5) transferencia de Fe a la circulacion. Mobilferrina (mobilfer), flavin mono-
oxigenasa (flavin-MO), transportador de metales divalente (DMT1), citocromo duodenal
B(Dcytb), proteina transportadora de hemo (HCP-1), hemo-oxigenasa (HO), monodxido de
carbono (CO), biliverdina IX-a (Bv), bilirrubina IX-a (Bb), proteinas de flujo FLVCR y
ABCG2 (FLVCR/ABCGQG2), ferroportina (FPN) y hefaestina (Hp).
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- Absorcion de Fe hemo

Antes de que el Fe hemo pueda ser utilizado, debe ser liberado de las particulas de
hemoglobina y mioglobina presentes en los alimentos por la actividad proteolitica de enzimas
en el lumen del estobmago y en la primera porcion del intestino delgado. Parece que la molécula
que conforma el Fe hemo (protoporfirina+Fe®") se absorbe intacta. Existe un transportador
especifico para el Fe hemo, llamado HCP1, este transportador es una proteina de la membrana
apical de la célula del epitelio intestinal (Sharp y Srai, 2007; Darshan y Anderson, 2007; West y
Oates, 2008), que permite que el Fe hemo entre al enterocito. Aunque la elevada expresion de
este transportador en células epiteliales de duodeno sugiere que la HCP-1 (Figura 1-3) podria
ser la proteina que participaria en la captacion del Fe hemo de la dieta, datos recientes sugieren
que también podria estar implicada en el transporte de folato, de manera independiente al
transporte de hemo (Shayeghi y col., 2005; Qiu y col., 2006). Por tanto, se requieren mas

estudios para conocer de forma mas precisa su funcion en el metabolismo del Fe.

Una vez en el citosol, la molécula de hemo permanece en vesiculas unidas a la
membrana. Dentro de las vesiculas, el hemo es degradado por el enzima hemo-oxigenasa (HO),
el cual libera el Fe ferroso del anillo de protoporfirina, dando Iugar a CO y biliverdina [X-q, la
cual es rapidamente reducida a bilirrubina IX-o y eliminada de la célula a través de las proteinas
de fluyjo ABCG2 y FLVCR (Tenhunen y col.,, 1972; Sharp y Srai, 2008). Un tema atn
desconocido es como el Fe** liberado se incorporaria al citoplasma del enterocito. Estudios
recientes han sugerido que el DMT1 podria estar implicado transportando el Fe* de la vesicula
al citosol (West y Oates, 2008). Sin embargo, estd bastante establecido que la digestion de la
molécula de hemo se realiza en su totalidad en el interior del enterocito, ya que no se ha
detectado un flujo de salida de la molécula de hemo intacta por la membrana basolateral

(Worthington y col., 2001; Ma y col., 2010; Uc y col., 2010).

2.2.5.3. Transporte y almacenamiento intracelular

El Fe absorbido puede tener dos destinos en funcién de los requerimientos del
organismo. Si las necesidades de Fe estan cubiertas y los almacenes repletos, una elevada
cantidad del Fe absorbido sera almacenado en el interior del enterocito en forma de ferritina.
Debido a que los enterocitos del duodeno tienen una vida media de 3-4 dias, la mayor parte de

la ferritina contenida en su interior se perdera por la descamacion celular. Por otro lado, si las
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necesidades de Fe son elevadas, la mayor parte del Fe absorbido pasara a la circulacion a través

de la membrana basolateral del enterocito (Sharp y Srai, 2008).

El mecanismo de transporte del Fe en el citoplasma es desconocido. La hipdtesis de que
éste fuera llevado a cabo por una familia de proteinas que parece estar implicada en el
transporte de metales en el citoplasma (metalchaperones) (Figura 1-4), como en el caso del
cobre, se ha confirmado recientemente por la identificacion de dos Fe-chaperones, uno
implicado en el transporte intracelular de Fe a la ferritina (PCBP1) y otro a la mitocondria

(frataxina) (Subramanian y col., 2011).

2.2.5.4. Transferencia del hierro a la circulacion

La transferencia del Fe absorbido a la circulacion a través de la membrana basolateral
del enterocito tiene lugar por la accion coordinada de la proteina exportadora ferroportina (FPN)
y de la ferroxidasa hefaestina (Figura 1-5), la cual parece tener un papel en la estabilidad del
complejo de la FPN en la superficie de la membrana (Bleackley y col., 2009). El flujo de salida
del Fe también depende de la ceruloplasmina, una ferroxidasa plasmatica dependiente de cobre,
que facilitaria la oxidacién de Fe’" a Fe’", necesaria para su incorporacion a la proteina

transportadora de Fe en sangre, la transferrina (McKie y col., 2000).

Se ha demostrado que la FPN es crucial en el flujo de salida de Fe de la membrana
basolateral, y por tanto, en el metabolismo del Fe. Un estudio en ratones en los que se habia
inactivado la FPN mostr6 que estos animales tenian una absorcion normal, pero la subsecuente
liberacion de Fe a la circulacion no se llevaba a cabo, produciéndose el desarrollo de una
anemia ferropénica severa (Donovan y col., 2005). Recientemente, se ha descrito que existen
dos isoformas de ARN mensajero de la FPN (FPN-A y FPN-B), que implicaria cambios en su
regulacion, ya que la FPN-A contiene un IRE en su secuencia 5’UTR (Zhang y col., 2009).

2.2.5.5. Regulacion de la absorcion de hierro

La regulacion de la absorcion intestinal de Fe es compleja y depende fundamentalmente
de dos factores: la cantidad y naturaleza del Fe de los alimentos, ademas de los otros
componentes de la dieta; y el estado de Fe del individuo. Asi, individuos con mejor estado de Fe

absorberan proporcionalmente menos cantidad del Fe ingerido que aquellos que presenten un
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peor estado de Fe, en cuyo caso la absorcion se vera favorecida. Recientemente se ha indicado
que este proceso tiene lugar a través de la modulacion de la expresion por multiples vias de

diversas proteinas implicadas en la absorcion como el DMTT, el Dcytb o la FPN (Han, 2011).

La idea de que la absorciéon de Fe a nivel del duodeno tiene un mecanismo de
regulacion local surgid de la observacion en animales de experimentacion de que la
administracion de una gran dosis de Fe oral disminuia la absorcion de otra dosis de Fe dada
unas horas mas tarde. Este fendmeno se denomind bloqueo de la mucosa. Debido al corto
intervalo de tiempo entre dosis, el bloqueo de la mucosa actuaba regulando la absorcion a nivel
local, reduciéndola por la inhibicion de las proteinas implicadas en el transporte de Fe (Frazer y
col., 2003). Se ha sugerido que el bloqueo de la mucosa depende del control post-
transcripcional de genes implicados en el metabolismo de Fe, el cual esta bien determinado. Las
proteinas reguladoras de Fe (IRPs) se unen a los elementos sensibles de Fe, IREs presentes en
ARNm de las proteinas implicadas en la absorcion de Fe cuando los niveles de Fe decrecen. La
union de las IRPs con los IREs puede suponer un incremento de la estabilidad del ARNm (como
por ejemplo en el DMT1) o un bloqueo de la traslacion (por ejemplo en la ferritina o la FPN)
(Muckenthaler y col., 2008). En un estudio en ratones knockout a los que se inhibi6 la expresioén
de IRPs en el intestino, se observd baja presencia de DMT- 1 y alta de FPN, produciéndose
malnutricion y muerte de los animales, con lo que se corrobora el rol critico que ejercen las
IRPs en el control de la expresion de DMT1 y FPN (Galy y col., 2008). Sin embargo, debido a
que no todas las isoformas de estas proteinas contienen IREs y a que el Fe regula el ARNm del
Dcytb pero no tiene IRE, la regulacion a nivel local de la absorcién no puede atribuirse

unicamente al sistema de control post- transcripcional IRP-IRE.

Estudios recientes han sugerido que el factor inducible de hipoxia, HIF (hipoxia-
inducible factor) juega un importante papel en la regulacion de la absorcion de Fe. El HIF es un
factor de transcripcion que contiene dos subunidades, HIFa y HIFP, cuyos niveles se regulan
por degradacion de la proteina. En situaciones normales, la subunidad HIFa es hidroxilada por
una prolil-hidroxilasa dependiente de Fe, con lo que el factor de transcripcion deja de ser
funcional, mientras que en situaciones de hipoxia la HIFa permanece estable (Ivan y col., 2001).
Es entonces cuando el heterodimero HIF se une a los elementos sensibles de hipoxia, HREs
presentes en la secuencias diana de los genes reguladores de proteinas implicadas en la

absorcion, como la ceruloplasmina y la HO (Peyssonnaux y col., 2007). También se ha sugerido

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 31



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

que los genes del DMTI1 y del Dcytb podrian tener HRE en sus regiones promotoras
(Mastrogiannaki y col., 2009; Shah y col., 2009).

2.2.5.6. Distribucion del hierro en el organismo

El contenido total de Fe en los hombres es de unos 50mg/Kg, mientras que las mujeres
tienen una proporcion ligeramente inferior y se distribuye como se ilustra en la Figura 2. La
mayoria del Fe del organismo (60-70%) forma parte de la hemoglobina de las células rojas

(Papanikolau y Pantopoulos, 2004).

En condiciones normales, aproximadamente entre 1-2 mg/dia del Fe dietético es
absorbido en el duodeno y liberado a la circulacion, donde es transportado por la proteina sérica
transferrina, que puede ligar hasta 2 atomos de Fe (Figura 2). En sangre circulan
aproximadamente 3 mg de Fe unido a la transferrina, el cual es captado por las células a través
del receptor de transferrina 1 (TfR1). Una parte del Fe (300 mg) es destinado a la médula 6sea
para la generacion de eritrocitos y produccion de hemoglobina. De hecho, la mayor parte de Fe
del organismo, unos 1800 mg, esta formando parte de los globulos rojos circulantes. Cuando los
eritrocitos llegan a la senescencia (tienen una vida media de 120 dias) o estan dafiados, son
fagocitados por los macrofagos del reticulo endotelial, donde el Fe que formaba parte de la
hemoglobina queda almacenado o se vuelve a poner en circulacion unido a la transferrina, segun
las necesidades del organismo, lo que se denomina reciclado de Fe. El resto del Fe (300 mg) va
a otros tejidos, por ejemplo el musculo, ya que forma parte de la mioglobina, o es almacenado
en forma de ferritina, principalmente en el higado (1000 mg), donde puede ser recirculado en
caso de necesidad. Las pérdidas de Fe, 1-2 mg/dia, se deben fundamentalmente a la
descamacion intestinal y a pérdidas de sangre que pueden ser fisiologicas (en el caso de las

mujeres, las pérdidas menstruales) o patoldgicas (Anderson y col., 2007).
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Figura 2. Distribucion del Fe en el organismo de un adulto sano (Andrews, 1999; Papanikolau

y Pantopoulos, 2004)

2.2.5.7. Reciclado del hierro

Como se ha descrito anteriormente, la mayor parte del Fe presente en nuestro organismo
estda asociado a la hemoglobina formando parte de los eritrocitos. La fagocitosis de los
eritrocitos senescentes llevada a cabo por los macréfagos asegura un eficiente reciclado de Fe,
ya que la cantidad reciclada diariamente es aproximadamente 20-25 mg, suficiente para
asegurar los requerimientos de la eritropoyesis (Knutson y Wessling-Resnick, 2003). Este
mecanismo es llevado a cabo fundamentalmente por los macréfagos del bazo y la médula 6sea,
y en menor medida, por las células Kiipffer del higado. Las modificaciones bioquimicas que se
producen en la membrana de los eritrocitos durante la senescencia, como la externalizacion de
la fosfatidil-serina, la peroxidacion de la membrana lipoproteica, la pérdida de los residuos de
acido sialico y la formacion de antigenos de senescencia, constituyen sefiales esenciales para el

macrofago, que logra asi identificar a los eritrocitos que deben ser eliminados.
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Figura 3. Reciclado de Fe llevado a cabo por los macrofagos. Transportador divalente de
metales (DMT1), hemo-oxigenasa (HO), monoéxido de carbono (CO), biliverdina IX-a
(Bv), bilirrubina IX-a (Bb), ferroportina (FPN) y hefaestina (Hp).

Después del reconocimiento inicial, asegurado por la interaccion de receptores
especificos de la membrana del macréfago con el globulo rojo, éste es internalizado al citosol
del macrofago mediante fagocitosis (Figura 3). El eritrocito fagocitado es degradado por la
formacion del fagosoma, que puede incluir la accion del reticulo endoplasmatico (Desjardins,
2003), liberandose el grupo hemo. Bajo la acciéon de un complejo enzimatico anclado en la
membrana del reticulo endoplasmatico que incluye NADPH-citocromo ¢ reductasa,
hemoxigenasa y biliverdina reductasa, se libera el Fe** del grupo hemo produciéndose CO y
bilirrubina. El Fe liberado por el catabolismo de los globulos rojos senescentes puede quedarse
almacenado en forma de ferritina en el interior del enterocito o volver a ser recirculado al
torrente sanguineo a través de la proteina ferroportina (FPN). De la misma manera que en el
enterocito, el Fe*" deberé ser oxidado a Fe'™ a través de la ceruloplasmina para su unién con la

transferrina (Beaumont y Delaby, 2009).
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La cantidad de reservas de Fe depende del sexo, de la edad y del estado nutricional de
los individuos. Se estima que el hombre tiene alrededor de 1 gramo, mientras que la mujer

premenopausica y los nifios tendran menor cantidad (World Health Organization, 2007).

La ferritina es la principal proteina almacenadora de Fe en el ser humano, en los
animales, y en las plantas, ademas evita la los efectos dafinos que puede generar el Fe libre
(World Health Organization, 2007).La ferritina se compone de una capa proteica (apoferritina)
constituida por 24 subunidades y un nticleo férrico con aproximadamente 2.500 atomos de Fe
aunque cada molécula puede llegar a contener 4.000 atomos almacenados como cristales de
hidroxido fosfato férrico. Se encuentra principalmente en el higado, placenta, bazo, tejido

muscular cardiaco y médula 6sea. (World Health Organization, 2007).

Cuando es necesario, el Fe (almacenado o no en la ferritina) es liberado desde la célula
y posteriormente transportado por la transferrina y distribuido en el organismo para su
utilizacion en la sintesis de proteinas y enzimas (World Health Organization, 2007;Olivares y

col., 2010).

2.2.5.8. Eliminacion de hierro

Los mecanismos por los que el organismo excreta o pierde Fe del organismo son
limitados. Las pérdidas de Fe se producen a través de las pérdidas sanguineas, secreciones
intestinales y por la continua descamacion de las células epiteliales del intestino, lo cual
representa una pequeia cantidad de Fe del organismo ya que son un promedio de 0,2 a 2 mg de
Fe diariamente (Conrad y Umbreit, 2000; Sharp y Srai, 2007; Ganz y Nemeth, 2012). Las
pérdidas de la menstruacion en las mujeres en edad fértil se estiman en alrededor de 0,56 mg al

dia (Bothwell, 2000).

Las pérdidas de Fe por orina son insignificantes en los individuos sanos, pues el Fe
circula unido a proteinas que no se pueden filtrar en los glomérulos renales, sin embargo en
situaciones patologicas la excrecion puede aumentar como en elsindrome nefritico, la

hemocromatosis o la hemolisis intravascular (Kildahl-Andersen y col., 2000).

El Fe también puede perderse a través de las heces, aunque la mayor parte del Fe en este
caso procede de la dieta que no se ha absorbido y apenas una pequefia cantidad proviene de la

exfoliacion de las células intestinales (Petersen y col., 1996).
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Las pérdidas de Fe no pueden aumentar por mecanismos fisiolégicos aunque haya ingesta o

depdsitos en exceso de Fe (Ganz y Nemeth, 2012).

2.2.5.9. Regulacion de la homeostasis de hierro

Desde antiguo siempre se habia considerado que la regulacion de la homeostasis del Fe
debia ser un proceso coordinado a nivel sistémico, puesto que se observo que diferentes estados
de Fe del individuo suponian diferencias en la absorcion intestinal y en el reciclado de Fe por
parte de los macrofagos. Sin embargo, no ha sido hasta hace 14 afos cuando se describid por
primera vez la que se considera la “hormona reguladora de la homeostasis del Fe”, denominada

hepcidina (Ganz, 2011).

La hepcidina se considera el nticleo central de la regulacion sistémica de la homeostasis
del Fe, ya que controla de manera coordinada la liberacion de Fe de los tres reservorios
principales, inhibiendo el flujo de salida del Fe absorbido por los enterocitos, del reciclado por
los macréfagos y del almacenado en el higado (Figura 4). Asi, en situaciones de altos niveles de
Fe, se sintetiza hepcidina en los hepatocitos y ésta impide el flujo de Fe a la circulacion por su
unién con la ferroportina (FPN), mientras que en situaciones de bajos niveles de Fe no se
sintetiza hepcidina y el Fe puede ser liberado a la circulacion. Ademas, la hepcidina presenta

cierta actividad antimicrobiana in vitro, aunque no ha sido demostrada in vivo.

Esta hormona es un péptido bioactivo formado por 25 aminoacidos que forman una
estructura de horquilla, con cuatro enlaces disulfuro intramoleculares. Se genera a partir de la
preprohepcidina, de 84 aminoacidos de longitud, por la segmentaciéon mediante el enzima
furina. Una vez sintetizada en los hepatocitos, se libera a la circulacion unida a la a2-

macroglobulina (Hentze y col., 2010).

DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT
e

Figura 4. Secuencia aminoacidica y modelo de estructura de la hepcidina. La secuencia

aminoacidica se representa por el codigo de una letra, en rojo se destacan las cisteinas. Los

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 36



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

extremos amino- y carboxi-terminales se representan como N y C, respectivamente. El patron

de puentes disulfuro se representa en la secuencia aminoacidica mediante llaves (Tomado de

Ganz. 2012).

La hepcidina impide el paso de Fe a la circulacion por union directa con la FPNpresente
en la membrana celular (Figura 5). Esta union se produce entre el bucle de la FPN, que contiene
una cisteina en la posicion 326, y el fragmento de 5 aminoacidos N-terminal de la hepcidina
(Nemeth y col., 2006; Fernandes y col., 2009) e induce la fosforilacion de las tirosinas,
iniciando asi su internalizacion en la célula. Se ha descrito que en este proceso de fosforilacion
también participa la proteina Janus Kinase 2 (Jak2) (De Domenico y col., 2009). Una vez
internalizada, la FPN es desfosforilada y se produce la activacion y posterior union de las
enzimas ubiquinin ligasas, imprescindibles para su final degradaciéon en los lisosomas (Nemeth
y col., 2004). La hepcidina que no se une con la ferroportina se elimina por filtraciéon glomerular

en el rifion (Hentze y col., 2010).
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Figura 5. Regulacion de la homeostasis del Fe. A) En situaciones de altos niveles de Fe, se
sintetiza hepcidina en los hepatocitos y ésta impide el flujo de Fe a la circulacion por su unién
con la ferroportina (FPN). B) En situaciones de bajos niveles de Fe, no se sintetiza hepcidina y
el Fe puede ser liberado a la circulacion. Hefaestina (Hp), transferrina (Tf).(Tomado de la tesis

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral.

37



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

doctoral: “Factores dietéticos, genéticos y fisiologicos de riesgo de anemia ferropénica, y
eficacia de un alimento funcional en mujeres con deficiencia de hierro”(Blanco Rojo, 2012).

A pesar del control a nivel sistémico que ejerce la hepcidina, se ha sugerido que la
rapidez de respuesta de la proteina es diferente segln el tipo de célula y tejido donde actte. Tras
su liberacion a la circulacion, la hepcidina actuaria en primer lugar en el macréfago, mientras
que los enterocitos del duodeno parecen ser menos sensibles en los estados iniciales de aumento

de hepcidina en sangre (Chaston y col., 2008).

Otra hipdtesis sugerida recientemente es que para coordinar la absorcion a nivel
intestinal realizada en la membrana apical del enterocito y el flujo de Fe por la membrana
basolateral, el efecto de la hepcidina sobre la FPN debe estar comunicado con la membrana
apical para disminuir también la absorcion de Fe dietético. Tres mecanismos podrian estar
implicados: en el primero, la acumulacion de Fe en el interior del enterocito por la inhibicion de
la FPN inactivaria las IRPs, inhibiendo la sintesis de DMT1. En el segundo, la inhibicién de
DMT]1 se llevaria a cabo por la hidroxilacion del HIFa (hipoxia- inducible factor) también
debido a la acumulacion de Fe en el citosol. Por ultimo, la union de la hepcidina con la FPN
podria activar las ubiquinin ligasas en el citoplasma, lo que daria lugar a su unioén y posterior
degradacion del DMT1, y posiblemente de otros transportadores de membrana (Ganz y Nemeth,

2012).

Figura 6. Proceso de degradacion de la ferroportina (FPN) por la hepcidina. Hefaestina (Hp),
enzimas ubiquinin ligasas (Ub), enzima Janus Kinase 2 (Jak2).(Tomado de la tesis doctoral:
“Factores dietéticos, genéticos y fisiologicos de riesgo de anemia ferropénica, y eficacia de un

alimento funcional en mujeres con deficiencia de hierro”’(Blanco Rojo, 2012).
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El gen que codifica la hepcidina (HAMP) se expresa fundamentalmente en higado,
aunque también se ha detectado expresion de la proteina en menor cantidad en corazén, cordon
umbilical, estbmago, intestino, tejido adiposo y pulmones (Darshan y Anderson, 2009). La
regulacion de la expresion de hepcidina en el hepatocito se ejerce a nivel transcripcional por
multiples sefiales entre las que se incluyen: los niveles de Fe circulante, los almacenes de Fe, la

actividad eritropoyética, la hipoxia y los estados de inflamacién o infeccion.

La modulacion de la hepcidina por los niveles de Fe circulante parece estar mediada a
través de las interacciones que se producen entre la proteina HFE y los receptores de
transferrina 1 y 2 (TfR1 y TfR2). Dichas interacciones dependen de la saturacion de la

transferrina plasmatica.

El modelo propuesto es el siguiente: en situaciones de bajos niveles de Fe circulante, el
TfR1 secuestraria al HFE, impidiendo su uniéon con el TfR2, y por tanto, inhibiendo la
expresion de hepcidina (Figura 7B-1). Cuando mejora el estado de Fe y la saturacion de
transferrina aumenta, la holo-Tf desplazaria el HFE del TfR1 permitiendo su unién con el TfR2
y activando la produccion de hepcidina por la formacion del complejo holo-Tf/HFE/T{fR2
(Figura 8A-1) (Gao y col., 2009). Estudios cristalograficos han demostrado que la zona de
unioén entre el TfR1 y la holo-Tf'y el HFE es la misma, confirmando la hipdtesis de que la holo-
Tf y el HFE compiten en la unién por el TfR1, mientras que el TfR2 se puede unir
simultaneamente al HFE y a la holo-Tf, permitiendo la formacion del complejo regulador
(Gkouvatsos y col., 2011). La funcion reguladora de la holo-Tf se ha confirmado en modelos
animales, en los cuales se observo que la inyeccion de ésta aumentaba el ARNm de hepcidina,
mientras que la inyeccidon de un suero control o de apo-Tf no producia ese efecto (Ramos y col.,
2011). Sin embargo, se desconoce la via de transduccion de sefiales por la que el complejo holo-
Tf/HFE/TfR2 regula la expresiéon de hepcidina. Una hipétesis es que podria ser la via
ERK/MAP quinasa, que se activa en hepatocitos tras su tratamiento con holo-Tf, aunque hay
multiples datos que sugieren que podria intervenir otra de las vias de regulacién (Ramey y col.,

2009).

Los almacenes de Fe hepaticos regulan la expresion de hepcidina fundamentalmente a
través de la via de transduccion de sefiales de las BMPs (proteinas morfogenéticas 6seas) (Kautz
y col., 2008). La activacion de los receptores de BMP (BMPR-I y BMPR-II) por la unién de la
proteina BMP produce la fosforilacion de las proteinas intracelulares SMADI1, SMADS y
SMADS (Figura 7A-2). Posteriormente, el complejo fosforilado p-SMAD1/5/8 interacciona con

el SMAD4, y todo ello se traslada al nucleo, donde se une a los dos elementos sensibles de
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BMP, el BMP-RE1 y BMP-RE2, situados en la zona proximal y distal del promotor de la
hepcidina, iniciando asi la activacion de la transcripcion (Casanovas y col., 2009). Entre los
diferentes tipos de BMPs que inducen la expresion de hepcidina in vitro, la BMP6 parece ser la
mas relevante a nivel fisiologico. En estudios en animales se ha observado que la alteracion de
la produccion de BMP6 conlleva la disminucion de hepcidina, independientemente de la
presencia de las otras BMPs; mientras que su inyeccion aumenta los niveles de hepcidina
(Andriopoulos y col., 2009). Ademas, se ha observado que los niveles de ARNm de la BMP6
estan correlacionados positivamente con el contenido de Fe en higado, sugiriendo que su
expresion en los hepatocitos podria estar regulada por los almacenes de Fe (Ramos y col.,

2011).

La proteina hemojuvelina (Hjv), codificada por el gen HFE2, actia como co- receptor
formando complejos con los dos receptores de BMP, el tipo 1 y el tipo II (BMPR-1 y BMPR-II).
Esta unién de la Hjv aumenta la transduccion de sefiales de la ruta BMP/SMAD y por tanto,
incrementa la produccion de hepcidina (Figura 7A-2). La Hjv se expresa en higado y en
musculo esquelético y se une a la membrana celular a través de un GPI (glicosil-fosfatidil-
inositol) situado en su carbono terminal (Babitt y col., 2006). La Hjv asociada a la membrana
puede ser inactivada mediante escision por la proteina matriptasa-2 (TMPRSS6) (Figura §B-2).
Esto atenuaria la via BMP/SMAD, actuando la TMPRSS6 como inhibidor de la expresion de
hepcidina (Silvestri y col., 2008). Estudios en animales muestran que cuando disminuyen los
niveles de Fe aumenta la sintesis de TMPRSS6, lo que apoya su papel inhibitorio (Meynard y
col., 2011).

Por otro lado, la forma soluble de hemojuvelina (sHjv), que podria derivar del musculo,
también se ha propuesto como regulador negativo de la hepcidina. Estudios in vitro han descrito
que la sHjv se uniria a la Hjv de membrana, impidiendo su unién con los receptores de BMP e
inhibiendo la ruta de sintesis de la hepcidina. Sin embargo, esto todavia no ha podido ser

confirmado por estudios en animales (Chen y col., 2011).

La formacion de eritrocitos requiere grandes cantidades de Fe, por lo que la inhibicion
de la expresion de hepcidina para fomentar la eritropoyesis tiene una gran relevancia a nivel
fisioldgico. Se ha sugerido que las proteinas GDF15 (factor de diferenciacion de crecimiento
factor 15) y TWSGI (twisted gastrulation-1), liberadas por precursores eritroides, podrian
actuar como sefales eritropoyéticas, induciendo la inhibicién de la sintesis de hepcidina a través
de la via de transduccion BMP/SMAD (Figura 7B-3) (Tanno y col., 2007 y 2009). No obstante,

todavia no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares implicados en este proceso y
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faltan estudios en humanos que confirmen la posible funcion de las proteinas GDF15 y

TWSGI.

Un estudio realizado en animales, en el que la supresion de la sintesis de la subunidad
HFIo se relacionaba con menores niveles de hepcidina, sugirio la posibilidad de que el HFI
podia tener un papel en la regulacion de la hepcidina (Peyssonnaux y col., 2007). Sin embargo,
estudios posteriores indican que el HFI parece no regular la expresion de la hepcidina por union
directa con su promotor (Volke y col., 2009). Mas recientemente se ha descrito que el HFl y la
hepcidina podrian relacionarse a través de la eritropoyetina (EPO), ya que en situaciones de
hipoxia aumenta la sintesis de EPO, que induce la estimulacion de la eritropoyesis, y como se

ha presentado en el apartado anterior, inhibe de la expresion de hepcidina (Hentze y col., 2010).

[
T
i

Figura 7. Regulacion de la hepcidina. A) En situaciones de altos niveles de Fe, aumenta la

expresion de hepcidina. B) En situaciones de bajos niveles de Fe, se inhibe la expresion de
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hepcidina. Las diferentes rutas de regulacion son: 1) por los niveles de Fe circulante, 2) por los
almacenes de Fe, 3) por sefiales eritropoyéticas, 4) a través del factor inducible de hipoxia, 5)
por estados de inflamacién o infeccion. Gen de la hepcidina (HAMP), receptor de transferrina 1
(TfR1), receptor de transferrina 2 (TfR2), bone morphogenetic protein 6 (BMP6), receptores de
BMP (BMPR-I y BMPR-II), elementos sensibles de BMP (BMP-RE1 y BMP-RE2),
hemojuvelina (Hjv), matriptasa-2 (TMPRSS6), forma soluble de hemojuvelina (sHjv), sefiales
eritropoyéticas (GDF15 y TWSG1), factor inducible de hipoxia (HFla), prolil-hidroxilasa
dependiente de Fe (PHD), citoquina inflamatoria IL6. (Tomado de la tesis doctoral: “Factores
dietéticos, genéticos y fisiologicos de riesgo de anemia ferropénica, y eficacia de un alimento

funcional en mujeres con deficiencia de hierro”(BlancoRojo, 2012).

Las citoquinas inflamatorias IL1 e IL6 son potentes moduladores de la expresion de la
hepcidina. La IL6 activa la via de transduccion de sefiales JAK/STAT (Janus kinase/signal
traducer and activator of transcription), que activa el promotor de la hepcidina a través de la
uniéon del complejo STAT a una region cercana al sitio de inicio de la transcripcion de la
proteina (Figura 7A-5) (Fleming, 2007). Este, y posiblemente otros mecanismos, explican el
aumento de la sintesis de hepcidina y los niveles séricos de la proteina en estados de infeccion o
inflamacion, asi como la disminucion de los niveles de Fe observados en sujetos con cuadros de
infeccion o enfermedades inflamatorias. Aunque no se ha demostrado, se ha sugerido que esta
ruta tiene mas un sentido de proteccion contra enfermedades infecciosas que de regulacion del
metabolismo del Fe, ya que al disminuir el Fe sistémico se limitaria la multiplicacion de los

microorganismos dependientes de Fe (Ganz y Nemeth, 2012).

Modelo de la hepcidina

Plantea que el centro de control del trafico de hierro es el higado y su efector la
hepcidina, pequena hormona peptidica que se produce fundamentalmente por los hepatocitos en
respuesta a la cantidad de hierro circulante, cuya expresioén es modulada por los mismos factores
que la absorcion del mineral. Esta proteina es secretada a la circulacion e interactia con los
enterocitos vellosos donde regula el nivel de absorcion de hierro a través del control de la
expresion de la ferroportina en la membrana basolateral de estas células. (Ganz, 2011; Mufioz y

col., 2011).

La union de la hepcidina a la Fpn provoca inicialmente la fosforilacion de tirosina

mediada por la Janus kinasa 2 (JAK 2) del lazo citosélico de la proteina transportadora. La
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proteina fosforilada es entonces internalizada, desfosforilada, ubiquitinada y finalmente
degradada en el compartimiento endosomico/ lisosomal. Mas tarde, si se requiere hierro en la
médula Osea para la sintesis de hemoglobina, la Fpn es reexpresada en la superficie celular y la
liberacion de hierro a la circulacion se reanuda. Las moléculas de Fpn presentes en los
macrofagos y hepatocitos son también diana para la hepcidina (Ramey y col., 2010;Pietrangelo,

2011).

Este modelo demuestra que la homeostasia del hierro depende de la retroalimentacion
regulatoria entre necesidades y reservas. Ademas, coincide con lo planteado en la década de
1950 acerca de la existencia de una sefial entre el compartimiento de reservas (macrofagos y
hepatocitos) y los sitios de utilizacion (fundamentalmente médula 6sea) que determina la
cantidad de hierro liberada a la circulacion y entregada a la eritropoyesis. (Ganz, 2011,

Pietrangelo, 2011).

Las concentraciones de hierro plasmatico y la saturacion de transferrina van a reflejar la
diferencia entre el hierro transferido al plasma, regulado por la interaccion hepcidina/Fpn, y el
consumo del mineral en la médula 6sea por la actividad eritropoyética; y en menor grado, por
otros tejidos. El compartimiento plasmatico de transferrina es relativamente pequefio y puede
ser recambiado cada 3 horas, aproximadamente. De este modo, las concentraciones de hierro
responden rapidamente a los cambios en las concentraciones de hepcidina (Fleming, 2012;

Ganz, 2011).

La incorporacion celular de hierro en sus diferentes formas (hierro elemental o hierro
hemo por los enterocitos, transferrina diférrica, complejo hemo-hemopexina, hemoglobina-
haptoglobina, eritrocitos senescentes por macréfagos) son también regulados, pero parece ser
que la regulacién de la expresion de Fpn en la membrana celular, es el modo predominante a

través del cual se regula la transferencia de hierro al plasma (Ganz y Nemeth,2011).

2.2.6. Deficiencia de hierro y anemia ferropenica

La deficiencia de Fe es la carencia nutricional mas prevalente a nivel mundial, tanto en

paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo, y es la principal causa de anemia.

La anemia ha sido definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO)

como “uno de los problemas nutricionales mas comunes y dificiles de resolver del mundo
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actual” (WHO, 2007). Segin datos de la OMS, se estima que cerca de 1.000 millones de
personas alrededor del mundo padecen anemia por deficiencia de Fe, y aproximadamente el
doble sufren deficiencia de Fe (WHO, 2008). Aunque puede ser causada por multiples factores,
la anemia por deficiencia de Fe, también llamada anemia ferropénica, es la mas importante, ya

que es la causa del 75-80% del total de las anemias (Milman, 2011).

En términos clinicos, la anemia se define como una concentracioén insuficiente de
eritrocitos maduros circulantes en sangre (WHO, 2007). En términos de salud publica, se
consideran anémicos aquellos individuos que presentan una concentracion de hemoglobina

inferior a dos veces la desviacion estandar de la media de la poblacion (WHO, 2001).

Cuando el aporte de Fe es insuficiente para cubrir los requerimientos se produce una
deficiencia de este nutriente, la cual ocurre en diferentes etapas progresivas (Tabla 5). Primero
se agotan los depdsitos de Fe, situacion que se caracteriza por una disminucion de la
concentracion de ferritina sérica. En esta etapa, los tejidos que necesitan Fe son aun capaces de
mantener las funciones fisioldgicas normales. Si el aporte insuficiente contintia se produce una
situacion de deficiencia de Fe, condicion en la que no existen almacenes movilizables del
mineral en el organismo y el aporte de Fe a los tejidos estd comprometido. Esta etapa se
caracteriza por un aumento precoz de la concentracion del receptor soluble de transferrina, y
mas tarde, un aumento de los niveles de transferrina y una disminucion de su saturacion, asi
como un aumento de la zinc protoporfirina. Si persiste el balance negativo, se llega a la
situacion mas grave, la anemia ferropénica, en la que los gloébulos rojos de la sangre no son
capaces de transportar suficiente oxigeno a las células. Clinicamente, la anemia por deficiencia
de Fe se caracteriza por ser microcitica e hipocromica, es decir, los globulos rojos presentan una
disminucion del volumen, asi como un menor contenido de hemoglobina (Olivares y col.,

2010).
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Tabla 5. Etapas de la deficiencia de Fe (Tomado de Vaquero y col., 2012).
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La anemia ferropénica es multifactorial e intervienen en su desarrollo la alimentacion, la
etapa y la situacion fisioldgica, patologias asociadas y la carga genética del individuo. Es por
ello que determinados grupos de poblacion (nifios menores de 2 afios, chicas adolescentes,
embarazadas y la tercera edad) tienen un mayor riesgo de desarrollar deficiencia de Fe o, en
los casos mas graves, anemia ferropénica, bien por incremento de las necesidades o por
aumento de las pérdidas, que no van acompaifiados de ingesta suficiente de Fe o cuya absorcion

es escasa (Vaquero, 2011).

Existe un gran numero de biomarcadores del estado de Fe cuya alteracion puede indicar
una posible deficiencia de Fe. Sin embargo, no ha sido hasta 2004 cuando se ha llegado a un
consenso internacional (WHO/Center for Disease Control and Prevention) acerca de qué
parametros son los mas adecuados para evaluar el estado de Fe de una poblacion y para
controlar el impacto que podria tener una intervencion nutricional en caso de que fuera
necesario. A continuacion se incluye una amplia revision de los diferentes biomarcadores del
estado de Fe, aunque segun el consenso internacional, los 5 parametros que son imprescindibles

para determinar el estado de Fe de un individuo son: la hemoglobina, el volumen corpuscular
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medio, la zinc protoporfirina, el receptor soluble de transferrina y la ferritina sérica (WHO,

2007).

La concentracion de hemoglobina, expresada en gramos de hemoglobina por 100 ml de
sangre total (g/dl), refleja la cantidad del principal transportador de oxigeno en sangre. Por ello
es considerada como el parametro de eleccion para detectar los casos de anemia. La distribucion
normal de hemoglobina varia con la edad, el sexo y el estado fisiologico (por ejemplo durante el
embarazo). Asi, se han propuesto diferentes limites de normalidad, que van de 13.0 a 14.2
g/dlen hombres y de 11.6 a 12.3 g/dl en mujeres (WHO, 2001; Beutler y Waalen, 2006). El
criterio de corte de la hemoglobina también puede variar por la altitud, el tabaquismo, la etnia y
la variabilidad de los analisis, por lo que habria que aplicar factores correctores en caso

necesario (Zimmermann, 2008).

Sin embargo, la hemoglobina por si sola no se considera un factor adecuado para
detectar cambios en el estado de Fe o una deficiencia del mineral, por su falta de sensibilidad y
especificidad. Se considera de baja sensibilidad porque se necesita perder del orden de un 20-
30% del Fe del organismo para disminuir su concentracion, y es poco especifica porque no solo

la deficiencia de Fe causa anemia (Cook, 2005).

El hematocrito es el porcentaje de globulos rojos intactos de una muestra de sangre
total, mientras que el nimero de hematies es el numero de globulos rojos contenido en un
volumen especifico de sangre, normalmente expresado como millones de globulos rojos por
microlitro de sangre total (Ruiz Argiielles, 2009). Estos dos parametros disminuyen en
situaciones de deficiencia de Fe y anemia, aunque se considera que su determinacioén no aporta
ninguna informacion extra sobre la anemia que no pueda ser obtenida con la medida de la

concentracion de hemoglobina (WHO, 2008).

El volumen corpuscular medio (VCM) refleja el tamafio medio de los gldbulos rojos,
expresado en fentolitros (fl), mientras que la hemoglobina corpuscular media (HCM) indica la
cantidad de hemoglobina por globulo rojo (picogramos de hemoglobina por eritrocito). En
situaciones normales, los valores de HCM son generalmente paralelos a los de VCM, ya que
globulos rojos de mayor tamafio tenderan a tener una mayor cantidad de hemoglobina. E1 VCM
permite diferenciar las anemias causadas por deficiencias nutricionales, ya que en el caso de la
anemia ferropénica tiende a disminuir (anemia microcitica) y en el caso de la anemia causada
por deficiencia de vitamina B12 o acido félico tiende a aumentar (anemia macrocitica) (Ruiz

Argtielles, 2009). Sin embargo, no es un parametro de eleccion en la deteccion de deficiencia de
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Fe, ya que también disminuye en casos de anemia por inflamacién o talasemia (Thomas y

Thomas, 2002).

El indice de distribucién de hematies (%) refleja la variabilidad en tamafio de los
globulos rojos y se calcula como: desviacion estandar del VCM/VCM. El indice aumenta
cuando hay globulos rojos normales y microciticos al mismo tiempo; por ejemplo en etapas
tempranas de la anemia cuando el tamafio de los eritrocitos empieza a disminuir, o al comienzo
de su recuperacion, cuando el tamafio de los globulos rojos comienza a aumentar (Dugdale,

2006).

La ferritina, principal proteina de almacenamiento de Fe en las células del organismo, se
secreta hacia el flujo sanguineo en pequenias cantidades. Esta ferritina sérica, facilmente
medible en suero, es directamente proporcional a las reservas de Fe corporal en condiciones
normales: 1 ng/dl de ferritina sérica corresponde a 8-10 mg de Fe corporal o 120 pg de Fe
almacenado/kg de peso. Por ello, este parametro es uno de los mas usados para el diagndstico de
la deficiencia de Fe y la anemia ferropénica, disminuyendo al producirse éstas (OMS, 2011). La
OMS considera que hay una deplecion de los almacenes de Fe en adultos cuando la ferritina
sérica es inferior a 15 ng/dl, aunque otros autores consideran que niveles entre 15 y 30 ng/dl
también son indicativos de una disminucion de los almacenes del mineral (Pasricha y col.,
2010). La principal limitacion de la ferritina sérica es que es una proteina de respuesta de fase
aguda que aumenta en situaciones de inflamacion, infeccion, enfermedad hepatica y cancer, de
modo que en tales circunstancias no refleja la magnitud de las reservas de Fe. Debido a esto,
algunos autores consideran que niveles normales o elevados de ferritina sérica no excluyen la

presencia de deficiencia de Fe (Koulaouzidis y col., 2009).

El Fe sérico indica el Fe que estd unido a la transferrina en sangre, medido en pg/dl o
umol/l. En el contexto de la homeostasis del Fe, el Fe sérico forma parte del pool de Fe del
organismo por un corto periodo de tiempo, unos 40-50 minutos. Esto significa que la
concentracion de Fe sérico cambia rapidamente por el movimiento dindmico de Fe de los
tejidos, que lo pueden captar o liberar. La variabilidad individual dia a dia es de
aproximadamente un 15%, existiendo también una variacién durante el dia del 10-20%.
También aumenta después de las comidas, e incluso se ve afectado por el ritmo circadiano
(Ridefelt y col., 2010). Aunque disminuye en los casos de deficiencia, al ser un pardmetro con
una alta variabilidad no se recomienda para el diagnostico de la deficiencia de Fe y de la anemia

ferropénica (WHO, 2007).
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La concentracion de transferrina sérica (mg/dl), asi como la medida de su saturacion
(%), son parametros que indican el suministro de Fe a los tejidos. La concentracion de la
proteina transportadora de Fe aumenta durante la deficiencia de Fe, aunque puede responder a
otros factores, y disminuye por ejemplo en situaciones de deficiencia proteica. Por ello, para
detectar la deficiencia de Fe es recomendable calcular la saturacion de la transferrina, que indica

la proporcion de transferrina unida a Fe (WHO, 2007).

El célculo de la saturacion de la transferrina se realiza a partir de la TIBC (total iron

binding capacity) y el Fe sérico:

TIBC (umol/I)= 25.1 x transferrina (g/1)
Saturacion de la transferrina (%)= Fe sérico (umol/l) / TIBC x 100

Estudios clinicos han demostrado que un nivel de saturacidon de transferrina inferior al
15% es insuficiente para cubrir los requerimientos diarios de Fe de la eritropoyesis, con lo que
mantener estos niveles de transferrina durante un largo periodo de tiempo puede dar lugar a una
deficiencia de Fe con afectacion eritrocitaria (Huebers y col., 1987).
No obstante, el hecho de que el Fe sérico se utilice para su célculo hace que la saturacion de la
transferrina sea un parametro con alta variabilidad. Por ello, para obtener resultados fiables, se
recomienda realizar su medida de forma estandarizada a la misma hora del dia y en ayunas

durante todo el diagnostico (WHO, 2007).

El receptor soluble de transferrina (sTfR) es un fragmento que se escinde del receptor
de transferrina que esta unido a la membrana de numerosos tipos de células. Los eritroblastos y
los reticulocitos son los donantes predominantes de estos fragmentos en sangre, con lo que la
medida de sTfR refleja la actividad eritropoyética. La concentracion de sTfR (mg/l), que
aumenta durante la deficiencia de Fe, parece ser un buen indicador del estado del mineral, ya
que no es afectado por situaciones de inflamaciéon o infeccion (Baillie y col., 2003). Sin
embargo, su medida puede verse alterada por la presencia de otro tipo de anemias que
disminuyen la actividad eritropoyética, como la talasemia, anemias megaloblasticas o anemia de
células falciformes (Beguin, 2003). Otra limitacion en su aplicacion es la falta de una técnica
analitica de referencia y el establecimiento de unos valores estandar a nivel internacional, por lo
que la comparacion directa de los resultados obtenidos en diferentes estudios es complicada

(Zimmermann, 2008).
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La zinc protoporfirina eritrocitaria (ZnPP) aumenta en la deficiencia de Fe porque el zinc
reemplaza al mineral en la formacion del anillo de protoporfirina del grupo hemo. En adultos, la
ZnPP parece tener una alta sensibilidad en el diagnodstico de la deficiencia de Fe, incluso mayor
que el sTfR (Metzgeroth y col., 2005). Sin embargo, su especificidad es limitada, ya que
también aumenta en caso de intoxicacién por plomo, anemia por inflamacién o infeccion, o
anemias hemoliticas (Labbe y Dewanji, 2004). También tiene la desventaja de que no existe
consenso en su determinacion y unidades de medida, aunque lo mas recomendado es expresarla
como la relacion molar ZnPP/hemo, y el ensayo mas utilizado para su determinacion es la
hematofluorometria de eritrocitos no lavados (Labbe y col., 1999). Se ha propuesto que niveles
de ZnPP superiores a 70 pmol/mol de hemo indican deficiencia de Fe con afectacion de la

eritropoyesis (Metzgeroth y col., 2005).

2.3. EL COBRE EN LA NUTRICION

2.3.1 Introduccion

El Cu es un ion de metal redox-activo esencial para la mayoria de los organismos
aerobicos. Cu sirve como un cofactor catalitico y estructural para las enzimas que funcionan en
la generacion de energia, la adquisicion de hierro, el transporte de oxigeno, el metabolismo
celular, la coagulacion de la sangre, la transduccion de sefiales, entre otros procesos. La
incapacidad para controlar el equilibrio del Cu se asocia con las enfermedades genéticas de la
sobrecarga y la deficiencia y recientemente se relaciona con trastornos neurodegenerativos y la
virulencia fingica. La naturaleza esencial de Cu, la existencia de trastornos genéticos del
metabolismo del Cu y el impacto potencial de deposicion de Cu en el medio ambiente han sido
las fuerzas motrices de investigaciones detalladas en microorganismos y sistemas modelo
eucariotas. (Kim y col., 2008). Aunque Hipocrates ya prescribia compuestos de Cu para el
tratamiento de enfermedades en el afio 400 aC (Turnlund y col., 2006), los cientificos todavia
estan descubriendo nueva informacion con respecto a las funciones de Cu en el cuerpo humano

(Prohaska y col., 2012).
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2.3.2. Fuentes alimentarias de cobre

Se encuentra en altas concentraciones en la porciéon germinal de las semillas de los
cereales integrales, por ello, las personas sometidas a regimenes vegetarianos no suelen mostrar
sintomas de deficiencia. Otras fuentes de Cu son las nueces, leguminosas, higado, crustaceos, y
moluscos. La carne, leche y derivados lacteos, cereales refinados y productos de panaderia son

alimentos con contenido relativamente bajo en Cu.

El hombre sano puede llegar a tolerar una ingesta de 200 mg/dia durante un tiempo
prolongado. Los efectos toxicos del Cu son debidos tanto al propio cation como a la
interferencia en la absorcion y distribucion del hierro y cinc. En intoxicaciones agudas aparecen

sintomas hemoliticos acompafiados de lesiones en higado y cerebro.

Tabla 6. Contenido en Cu de distintos alimentos (Mataix y col., 1998; Base de Datos Espafiola
de Composicion de Alimentos, 2007).

CARNES 0.2-1.1
Lomo de cerdo 0.4
Pollo 0.2
MARISCOS 0.3-13.7
Almejas 0.3
Ostra 4.45
LACTEOS 0.02-0.4
Leche entera 0.02
Leche desnatada 0.2
Leche de cabra 0.03
LEGUMBRES 0.14-1.2
Guisantes 1.2
Lentejas 1.02
FRUTOS SECOS 0.8-2.4
Almendra 1.4
Cacahuete 0.8
Nuez 1.3
CEREALES 0.02-0.4

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 50



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

Pan blanco 0.02
Pan de centeno 0.1
Trigo entero 0.2

VERDURAS Y HORTALIZAS 0.04-0.7

Zanahoria 0.3
Esparrago 0.04
Berza 0.1
Tomate 0.67
FRUTAS 0.07-0.14
Platano 0.1
Manzana 0.1
ACEITES Y GRASAS 0.1-0.3
Aceite de oliva 0.3
Manteca 0.3
Mantequilla 0.4
CONDIMENTOS 0.3-2.4
Ajo 0.3
Pimenton 0.6
Pimienta negra 1,13

2.3.3. Interacciones con otros nutrientes

Es necesario un estado nutricional de Cu adecuado para el metabolismo normal del
hierro y de la formacion de globulos rojos. La anemia puede deberse a la deficiencia de Cu, Fe o
de ambos puesto que la ceruloplasmina contiene Cu para el transporte de hierro a la médula
Osea para la formacion de globulos rojos (Turnlund y col.,, 2006). La conexion entre la
disponibilidad de Cu y el metabolismo del hierro también se ha establecido en los seres
humanos, la deficiencia de Cu puede conducir a la deficiencia de ceruloplasmina secundaria y la
sobrecarga de Fe hepatica y / o cirrosis (Thackeray y col., 2011). Los suplementos orales de Cu
restaura los niveles de ceruloplasmina normales y la actividad ferroxidasa plasmatica y se
corrige el trastorno del metabolismo de hierro en un sujeto carente de Cu (Videt-Gibou y col.,

2009).
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En un trabajo en ratas ferrodeficientes (Diaz-Castro y col., 2010) se habia encontrado
que la suplementacion de la dieta con el doble de los requerimientos de calcio presenta un
efecto negativo en cuanto a utilizacion digestiva y metabolica cuando a los animales se les
suministra una dieta elaborada con leche de vaca en cambio cuando la dieta contienen leche de

cabra el suplemento de calcio no afecta a la utilizacion nutritiva de Cu.

El suplemento de 50 mg/dia de Zn durante periodos largos de tiempo puede dar lugar a
una deficiencia de Cu. El alto consumo de Zn en la dieta aumenta la sintesis de una proteina de
la célula intestinal llamada metalotioneina, que se une ciertos metales y evita su absorcion
atrapandolos en las células intestinales. La metalotioneina tiene una afinidad mas fuerte para el
Cu que al Zn, los altos niveles de metalotioneina inducidos por el exceso de Zn puede causar
una disminucién en la absorcion de Cu. En contraste, no se ha encontrado que ingestas elevadas
de Cu puedan afectar el estado nutricional de Zn (Food and NutritionBoard, Institute of
Medicine, 2001; Turnlund y col.,2006). El suplemento de Zn (10 mg/dia durante ocho semanas)
fue capaz de restablecer relaciones normales de Cu/ Zn en plasma en 65 sujetos en hemodialisis
a largo plazo que inicialmente presentaban niveles de Zn bajos y los niveles de Cu elevados. Si
la mejora de Zn y Cu de los pacientes en hemodialisis puede afectar sus resultados clinicos esto

deberia ser evaluado (Guo y Wang ,2013).

2.3.4. Funciones del cobre

El Cu es un oligoelemento esencial que esta presente en todos los tejidos del cuerpo y se
encuentra presente en el organismo entre 100 a 150 mg y el 90% de esta cantidad, se encuentra

en musculos, huesos e higado.

-Metabolismo del hierro

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el papel del Cu en la eritropoyesis y el
metabolismo del hierro. La ceruloplasmina también llamada ferroxidasa I es una glicoproteina
que contiene siete atomos de Cu por molécula. La mayor parte del Cu plasmaético esta unido a la
ceruloplasmina. Esta enzima cataliza la oxidacion del hierro ferroso y juega un papel en el
transporte del Fe desde la luz del tubo digestivo y sus depositos a la medula 6sea, donde tiene
lugar la sintesis de hemoglobina. Esto explica por qué la anemia que se desarrolla durante el
déficit de Cu se asocia con depositos de hierro en la luz intestinal y el higado (Reeves y col.,

2005).
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-Formacion del tejido conectivo

El Cu forma parte de varias enzimas del sistema aminooxidasa, cuya actividad se incrementa
cuando existe un aumento de la sintesis y deposicion del tejido conectivo, como en la fibrosis
hepatica, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertiroidismo, crecimiento y senectud. La
lisiloxidasa en una aminooxidasa que determina la formacion de lisina para la sintesis de
elastina y colageno de tejido conectivo como hueso, dientes, vasos sanguineos, piel o pulmon.
Asi que juega un papel fundamental en la mineralizacion en la integridad del tejido conectivo
del corazon y de todo el sistema vascular. Su concentracion es mayor durante el desarrollo y
crecimiento. Su actividad se incrementa con el tratamiento cronico de estrogenos y disminuye

en las neoplasias (Guerrero y Roman, 2006).

-Formacion de melanina

El papel del Cu en la pigmentacion de la piel, pelo y ojos se relaciona con la actividad de otra
cuproenzima: la tirosinasa fundamental para la sintesis de melanina. Esta enzima cataliza la
conversion de tirosina a dopamina y la oxidacion de dopamina a dopaquinona, pasos todos
ellos necesarios para la sintesis de melanina. Su déficit produce albinismo y explica la

despigmentacion de piel y pelo que se observa en el déficit de Cu. (Guerrero y Roméan, 2006.)

-Proteccion contra el dafio oxidativo
Las enzimas superoxido dismutasa es otra cuproenzima que se caracteriza por su funcion
protectora contra el dafio oxidativo mediante su actividad al convertir los iones superoxidos en

perdxidos de hidrogeno. (Guerrero y Roman, 2006.)

-Sistema nervioso central

La formacion y mantenimiento de la mielina requiere fosfolipidos. La sintesis de estos
fosfolipidos requiere de la actividad de la citocromo c oxidasa, que es una enzima que contiene
Cu. Esta enzima, presente en la mitocondria, participa en la cadena de trasporte de electrones,
deforma que reduce el oxigeno para formar agua y asi permite la formacion de adenosina
trifosfato (ATP). Su actividad es alta en el corazén, cerebro, higado y rifion. Se considera una de
las enzimas mas importante del organismo porque es un paso limitante del transporte de
electrones. Este mecanismo puede explicar la causa por la que en el déficit de Cu produce una
pobre mielinizacion, necrosis de los tejidos neurales y ataxia neonatal (Brewer, 2005). Ademas,
existen otras enzimas que contienen Cu, que intervienen en el metabolismo de los
neurotransmisores del sistema nervioso central. La dopamina betahidroxilasa es una enzima que
cataliza la conversion de dopamina en norepinefrina en el cerebro (fundamentalmente en la

sustancia gris) y en epinefrina en la glandula adrenal. La monoaminooxidasa se relaciona con la
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inactivacion de catecolaminas mediante la degradacion de serotonina, epinefrina, tiramina y

dopamina. Esta enzima se inhibe por los firmacos antidepresivos triciclicos

Tabla 7. Funcion de las cuproenzimas con actividad 6xido-reductasa en los seres humanos

CitocromoC oxidasa Transporte de electrones
Superoxidodismutasa Dismutacionsuperoxido

Tirosinasa Sintesis de melanina

Lisiloxidasa Entre cruzamiento colageno elastina
Aminooxidasa Desanimacion de aminas

Dopamina Bmonooxidasa Dopamina = noradrenalina
Fenilalanina hidroxilasa Fenilalanina = tirosina
a-Amidacion o-Amidacion de neuropéptidos

2.3.5. Utilizacion nutritiva de cobre

2.3.5.1. Requerimientos

El Comité de Nutricién y Alimentos del Instituto de Medicina (Food and Nutrition

Board, Institute of Medicine, 2004) recomienda los siguientes consumos en la dieta para el Cu:

Bebés:

0 a 6 meses: 200 pg/dia

7-12 meses: 220 pg/dia

Nifios:

1 - 3 afios: 340 pg/dia

4 - 8 afios: 440 pg/dia

9 - 13 afios: 700 pg/dia

Adolescentes y adultos:

Hombres y mujeres de 14 a 18 afios: 890 pug/dia
Hombres y mujeres de 19 afios en adelante: 900 pg/dia
Mujeres:

Embarazo: 1000 pg/dia

Lactancia materna: 1300 pg/dia
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2.3.5.2. Absorcion

La absorcion de Cu ocurre principalmente en el duodeno, si bien una pequefia cantidad
es absorbida en el estdmago. La captacion del Cu por las células intestinales se produce en dos
etapas: paso del borde en cepillo y transferencia a la sangre a través de la membrana
basolateral para su distribucion. El paso a las células mucosales por difusion facilitada
mediante captacion del Cu por dos transportadores: el DMT1 (transportador de metales
divalentes) que transporta, entre otros, Fe*” y Cu®” y el transportador de Cu Ctrl. Para que
pueda ser captado por éste ultimo, el Cu*"debe ser reducido a Cu” por accion de unas 6xido-

reductasas presentes en la membrana apical de la célula.

Una vez en el interior de la célula el Cu puede ser quelado por las metalotioneinas y/o
unirse a las chaperonas que transportan Cu a las cuproenzimas o a un transportador saturable
dependiente de energia del tipo P-ATPasa (ATP7A) que lo transporta a través de la membrana

basolateral para su transferencia a la sangre (Wijmenga y Klomp, 2004).

Las proteinas ATP7A y ATP7B juegan un papel clave en la homeostasis del Cu en el
organismo. Ambas proteinas son de tipo P ATPasas de Cu-transportadoras y utiliza la energia
de hidrolisis de ATP para transferir los iones de Cu a través de las membranas celulares. Ambas
proteinas se localizan en aparato de Golgi y participan en la regulacion de la situacion general
de Cu en el cuerpo y su funcion es la exportacion del exceso de Cu de las células y la entrega de
los iones de Cu a las enzimas Cu-dependientes. Por otra parte en el organismo la ATPasas Cu-
transportadoras estan involucradas en la absorcion de Cu dietético, de Cu con la bilis, del
transporte de Cu de la placenta y su secrecion de la leche durante la lactancia. También se sabe
que ATPasas de Cu-transportadoras juegan un papel en la generacion de resistencia a los
medicamentos contra el céncer. Alteraciones de ATP7A y funcién ATP7B causadas por
mutaciones conducen a graves enfermedades metabodlicas: Menkes y enfermedad de Wilson,

respectivamente (Lenartowicz y Krzeptowski., 2010).
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Figura8. Absorcion del Cu a través del epitelio intestinal (Sharp, 2003)
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Figura 9.Homeostasis celular Cu. Las funciones de la proteina CTR1 en Cu captacion. Los
chaperones Cu COX17 y CCS ofrecen Cu al CCO y SODI, respectivamente. No se muestra el
papel de acompanantes adicionales Cu (SCO1 y SCO2) que participan en Cu incorporacion en
CCO. Cu se entrega a las proteinas ATP7A y ATP7B por la chaperona de Cu ATOX1. Tanto
ATP7A y Cu transporte ATP7B a Cu enzimas dependientes en el TGN. Las concentraciones
elevadas de Cu estimulan la endocitosis y la degradacion de CTR1 y la exocitosis de vesiculas

ATP7A y ATP7B a la post-Golgi o la membrana plasmatica (Wang y col., 2011).
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2.3.5.3. Transporte de cobre

El Cu idnico entra al plasma sanguineo se une fuertemente a la albimina y a la
transcupreina. A continuacion, pasa principalmente a el higado y el rifion, excepto en la
lactancia, en donde una gran parte va directamente a la glandula mamaria. Poco se sabe acerca
de como este Cu se recoge a partir de estas proteinas plasmaticas. Para examinar esto, la
cinética de la absorcion de albumina humana purificada y alfa (2)-macroglobulina, y los efectos
de los inhibidores, se midieron utilizando lineas celulares hepaticas humanas (HepG2) y

epiteliales mamarias (PMC42).

Se llegd a la conclusion de que las proteinas principales responsables del pool de Cu y
plasma intercambiable entregan el metal a las células de los mamiferos de forma eficiente y por
varios mecanismos diferentes alfa (2)-macroglobulina lo entrega principalmente al transportador
de Cul en las células hepaticas, pero las células epiteliales mamarias no, y transportadores
adicionales aun no identificados de Cu o sistemas para la absorcion de estas proteinas quedan

aun por identificar (Moriya y col. 2008).

2.3.5.4. Depésitos de cobre en el organismo

En el adulto el contenido corporal total de Cu oscila entre 50 y 120mg. En muchos
animales la mayor concentracion se encuentra en el higado seguida del cerebro. Sin embargo, en
el hombre el higado contiene un 13% y el cerebro un 9%, mientras que el contenido muscular se
aproxima a 40%. El higado y el bazo son los 6rganos que parecen actuar como almacén, aunque

la capacidad del organismo para almacenar es pequefia.

La enfermedad de Wilson es una enfermedad autosomica recesiva causada por
mutaciones en el gen ATP7B se encuentran en el cromosoma 13. Desde la ATPasa
correspondiente a cargo del Cu de distribucion y excrecion en el higado, su malfuncionamiento
lleva a la sobrecarga de Cu (Gateau y col., 2014), a su acumulacion en varios 6rganos vitales

como el higado, el cerebro y los rifiones (Filippi y col., 2014).

2.3.5.5. Eliminacion

El Cu se excreta fundamentalmente por el tracto gastrointestinal, siendo la bilis la

secrecion que contribuye en mayor proporcion a través de una P-ATPasa (ATP7B). El Cu
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procedente de la bilis se absorbe poco, siendo poco importante la circulacion enterohepatica. Sin
embargo, el Cu de las secreciones salivales, gastricas e intestinales es reabsorbido en mayor

proporcion. Solo una pequefia proporcion del ion es excretado por via urinaria (menos del 3%).

2.4. CINC EN LA NUTRICION

2.4.1. Introduccion

El Zn es uno de los oligoelementos mas importantes en el organismo con tres
importantes funciones bioldgicas, como catalizador, estructural, y de ion regulador. El Zn tiene
un papel importante en la homeostasis, en la funciéon inmune, en el estrés oxidativo, en la

apoptosis y en el envejecimiento.

Son varios los trastornos asociados con la deficiencia de Zn de gran interés para la salud
publica. En muchas enfermedades cronicas, incluyendo la aterosclerosis, varios tumores
malignos, trastornos neurologicos, enfermedades autoinmunes, envejecimiento, enfermedades
degenerativas relacionadas con la edad y la enfermedad de Wilson, la deficiencia de Zn
concurrente puede complicar las caracteristicas clinicas, afectar el estado inmunolégico adverso,
aumentar el estrés oxidativo, y conducir a la generacion de citoquinas inflamatorias. En estas
enfermedades, el estrés oxidativo y la inflamacion cronica pueden ser agentes causales
importantes. Por lo tanto, es importante que el estado de Zn se evalue en cualquier caso, y la
deficiencia de Zn sea corregida, ya que las propiedades tnicas de Zn pueden tener ventajas

terapéuticas significativas en estas enfermedades (Chasapis y col., 2012).

La deficiencia de Zn en humanos es bastante frecuente, afecta a mas de dos mil
millones de personas (Prasad 2012). En 1956 datan las primeras referencias en las que se
reconocid al Zn como esencial en un sistema biolégico humano, no obstante es hasta 1961
cuando Prasad y colaboradores describieron el sindrome de deficiencia de Zn (Floreay col.,

2012) caracterizado por hipogonadismo, enanismo y elevados niveles de fosfatasa alcalina.

La deficiencia de Zn es generalizada en todos los paises en desarrollo. Una gran
cantidad de evidencias apoyan la creencia de que el principal factor asociado con la deficiencia
de Zn parece ser una inadecuada ingesta de Zn en la dieta influenciado a su vez por otros varios

factores intrinsecos y extrinsecos (Gibson y col., 2008).
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2.4.2. Fuentes alimentarias de cinc

Los alimentos ricos en proteinas contienen grandes cantidades de Zn. Las carnes de res,
cerdo y cordero contienen mayor cantidad de Zn que el pescado. La carne oscura de un pollo
contiene mas cantidad de Zn que la carne blanca.Las carnes rojas, visceras y mariscos, en
general las proteinas de origen animal tienen un elevado contenido de Zn (Lopez de Romafia y
col., 2010). Las frutas y las verduras no son una buena fuente, porque el Zn en las proteinas

vegetales no es tan disponible como el Zn en las proteinas animales (Hamrick y col., 2008).

Tabla 8. Contenido en Zn de distintos alimentos (Mataix y col. Tabla de

composicion de alimentos espafioles. Ed. Universidad de Granada, 1998).

CARNES 0.4-7
Higado 6.9
Pollo, pechuga 1.4
Carne magra 2.3
Jamon serrano 3
PESCADO AZUL 0.4-1
Sardina 0.9
Atun, bonito 1.1
PESCADO BLANCO 0.4
MARISCOS 1.8-3.6
Ostra cruda 59,2
Mejillones 1.8
Langostinos, gambas y camarones 3.6
HUEVOS 1.5
LACTEOS 0.4-4
Y ogur natural 0.6
Queso 3
Leche entera 0.4
LEGUMBRES 1-3.7
Judias blancas, pintas, etc. 3.5
Lentejas 3.7
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FRUTOS SECOS 1-7.3
Pistacho 2,8
Almendra 7.3
CEREALES 0.6-1.6
Soja, harina 49
Pan 0.6
Macarrones 1.5
Arroz 1.3
VERDURAS Y HORTALIZAS Tr-0.5
Tomate 0.2
Patata 0.3
Acelga y espinaca 0.5
FRUTAS Tr-0.3
Mandarina 0.1
Melocoton 0.1

2.4.3. Interacciones con otros nutrientes

La interferencia con el Cu parece ser el principal efecto toxico dando lugar a

anemia por deficiencia de Cu.

Los suplementos de Ca pueden incrementar las pérdidas intestinales de Cu.

Se ha observado que algunos preparados suplementados con Fe y no
suplementados con Zn han dado Ilugar a retrasos en el crecimiento. Ademads, Ia
suplementacion con altas dosis de hierro durante el embarazo puede modificar los niveles

plasmaticos de Zn.

También ejercen accidn positiva sobre la absorcion de Zn. Sin embargo, se hallo que el EDTA
en altas dosis, también incrementa la excrecion urinaria de Zn, por lo que los efectos globales

sobre el metabolismo del mineral pueden ser negativos (Lonerdal, 2000).

Se sabe que la fibra y los fitatos, presentes a altas concentraciones en granos de cereales y en
legumbres (1-2 %), puede inhibir de forma significativa la absorcion de minerales mediante la
formacion de complejos insolubles con minerales de interés nutricional, como el Fe no hemo, el

Cayel Zn.
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2.4.4. Funciones del cinc

- En el sistema inmune:

El Zn afecta el sistema inmune en muchos niveles, actia en la inmunidad celular y
humoral (Ascension, 2011), es crucial en la sefializacion, activacion y proliferacion celular, en
el desarrollo normal de células del sistema inmune tales como neutrofilos, monocitos, linfocitos
T, linfocitos B, células NK, participando en la transcripcion génica a través de factores de
transcripcion clasificados como proteinas con dedos de Zn y por lo tanto afectando el ciclo
celular, en la expresion de genes que regulan la mitosis y en la sintesis de proteinas (Calder
Philip, 2002). Ejerce un efecto de proteccion celular frente a los efectos dafiinos de los radicales
reactivos del oxigeno y las especies reactivas de nitrogeno, producidos durante la activacion
inmunitaria (Ascension, 2011). El Zn es necesario para la actividad de la timulina, una hormona
del timo involucrada en la diferenciacion de las células T (Ascension, 2011); desempefia un
papel esencial en la union a ciertos péptidos derivados del timo que son responsables para la
diferenciacion de las células T, es importante en la activacion de la regulacion de la fase aguda

en la cual es parte de la respuesta mediada por citoquinas.

Adicional a todas estas funciones, el Zn presenta un papel importante en la apoptosis o
muerte celular, erradicando las células defectuosas o mutadas antes de que tengan ocasion de

multiplicarse y lleguen a ser cancerosas (De la Guardia Pefia y col., 2011).

-Expresion génica:

El Zn es requerido para la sintesis y replicacion del DNA, para la division, crecimiento y
diferenciacion celular (Shetly, 2010). Su importancia en la replicacion celular se debe a la
funcién que cumple el Zn en la actividad de reguladores transcripcionales enlazados a proteinas
de DNA (dedos de Zn)(Figura 10).Los “dedos de zinc”’se encargan de brindar estabilidad a la
estructura tridimensional requerida para la interaccidén del factor de trascripcion con el ADN
(De la Guardia Pefia y col., 2011), en la actividad de multiples enzimas relacionadas con los
procesos de transcripcion y replicacion celular, por ejemplo la DNA polimerasa, es la enzima
principal en la regulacion y replicacion del DNA, la RNA polimerasa, es necesaria para el

proceso de transcripcion(Calder Philip, 2002).
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Figura 10. Serie de tres dedos de Zn. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology (Huret y col., 2013)

Tabla 9. Procesos celulares regulados por los factores de transcripcion de dedos de zinc

(Swamynathan,2010).

Eritropoyesis

Remodelamiento cardiaco

Adipogénesis

Mantenimiento de células troncales

Formacion de la barrera epitelial

Control de la proliferacion celular y la neoplasia
Expresion genética endotelial mediada por flujo
Desarrollo del musculo esquelético y liso
Gluconeogénesis

Activacion de monocitos
Desarrollodecélulascalicealesenelintestinoylaconjuntiva
Regeneracion de las neuronas retinianas

Desarrollo del pulmoén neonatal

-Actividad de enzimas:

Podemos encontrar tres funciones:
Estructural cuando ayuda a mantener la estructura terciaria o cuaternaria de la enzima.
Catalitica, cuando el i6n esta implicado directamente en la catalisis y su eliminacion origina la

pérdida de actividad.

Cocatalitica, cuando son necesarios dos o tres metales para que la enzima complete su actividad.

Las enzimas que han sido identificadas como metaloenzimas de cinc son:
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Metaloenzima JAB1/MPN/MOV34.Cataliza la escision de las proteinas pequeiias similares a la
ubiquitina a partir de conjugados proteinicos. Se encuentran proteinas relacionadas en todas las
especies vivientes(Hepowit y col., 2012).

Sintetasa de metionina dependiente de cobalamina (MetH). Cataliza la transferencia de grupos
metilo a partir del N(5)-metil-tetrahidrofolato para la sintesis de homocisteina. Un i6n de cinc es
fundamental en el sitio activo y desempefia un papel en el enlace disociativo de la homocisteina.
Es relevante para la biologia de los mamiferos(Abdel-Azeim y col., 2011).

Desacetilasa de la UDP-3-O-((R)-3-hidroximiristoil)-N-acetilglucosamina (LpxC). Catalizala
desacetilacion de la difosfato de wuridina (UDP)-3-O-((R)-3-hidroximiristoil)-N-

acetilglucosamina para obtener UDP-3-O-miristoilglucosamina y acetato (Gattis y col., 2010).

Asi pues, el Zn act@ia como cofactor de un gran nimero de enzimas, desempefia un rol
estructural en la estabilizacion conformacional de dominios proteicos de reconocimiento a otras

moléculas y presenta incidencia en los factores de transcripcion (Solomons, 2013).
2.4.5. Utilizacion nutritiva de cinc
2.4.5.1. Requerimientos

Las recomendaciones de nutrientes se definen como los niveles de ingesta de nutrientes
considerados esenciales, segin el criterio de los comités nacionales e internacionales que los
establecen en base a los conocimientos cientificos y que cubren las necesidades conocidas de
practicamente todas las personas sanas.

Las ingestas diarias recomendadas se fijan en funcion de la edad, sexo, situacidon

fisiologica (embarazo, lactancia, etc.) y normalmente son superiores a los verdaderos

requerimientos.
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Tabla 10. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de cinc (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004; Rubio, 2007).

Lactantes 0-6 meses 2 2
Lactantes 7-12 meses 3 3
Nifios 1-3 afios 3 3
Nifios 4-8 afios 5 5
Nifios 9-13 afios 8 8
Adolescentes 14-18 afios 11 9
Adultos 19 en adelante 11 8
Embarazo <18 afios - 12

19-50 afios - 11
Lactancia materna <18 afios - 13

19-50 afios - 12
2.4.5.2. Absorcién

La necesidad corporal de Zn marcara la cantidad de cation que se absorbe en el
intestino, asi pues, cuanto menor sea la reserva corporal de Zn, mayor es la cantidad del cation
que se transporta por la mucosa intestinal (Terrés Martos, 1999). La composicion de la dieta, el

estado nutricional y la integridad del intestino también determinan la absorcion (Gil, 2010).

Este proceso se produce a nivel del duodeno distal y el yeyuno proximal. Entre el 3% y
el 38% del Zn de la dieta se absorbe en el tubo digestivo proximal (Rubio, 2007). Como el Zn
presente en el lumen intestinal no atraviesa la membrana celular por difusion pasiva al ser un
ion de alta carga hidrofilica, existen mecanismos especializados para su captacion, transporte
intracelular y liberacion. La mayoria del Zn es absorbido por el intestino delgado por una

proceso transcelular, pasa del lumen intestinal al plama atravesando el enterocito.

Los ligandos son proteinas o quelatos de bajo peso molecular a los que se une el Zn para
atravesar la membrana celular, algunos de los ligandos con los cuales el Zn forma complejos
serian aminodcidos, fosfatos, acidos organicos como 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA)

(Solomons, 2013).
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La absorcion intestinal de Zn se efectlia por un mecanismo de transporte facilitado
mediado por proteina de absorcion a nivel de la vellosidad intestinal, es un mecanismo
predominantemente saturable que determina una fraccion de absorcion de Zn (Paredes y col,
2009).Una vez en el interior del enterocito, el Zn en forma libre se fija a ligandos intracelulares
para formar nuevos complejos y mantener su solubilidad (Mallea, 2002).El Zn se une a una
tioneina, formando metalotioneina que se origina por la presencia de iones metalicos y el alto
contenido de grupos sulfidrilo provenientes de los aminoacidos de cisteina (Brambilla,
2012).También puede unirse a proteinas ricas en cisteinas que lo transportan hasta el extremo
basolateral de las células para su paso a la sangre. Entre el 5- 10% de Zn se encuentra unido a
este grupo de proteinas (Gil, 2010).

La acumulacion de Zn en la célula es la suma del proceso de entrada y salida a través de

proteinas transportadoras como ZnT-1, ZIP, DMT-1

DMT1 Zip4d ZnT5

Apical membrane

? Zipld

k? ¢ Basolateral membrane

ZnT1 le5

Figura 11. Mecanismo de absorcion y distribucion del Zn (Mocchegiani y col., 2013)

El transporte de Zn esta mediado por proteinas de las familias Zip y ZnT, estas
proteinas se encuentran localizadas en las membranas celulares y difieren entre si en cuanto a su
especificidad tisular, localizaciéon en la célula, movimientos hacia dentro o hacia fuera,

expresion regulada o constitutiva y sensibilidad al Zn (Gil, 2010).

La familia ZnT contiene residuos de histidina y entidades acomplejantes (Solomons,

2013), moviliza otros iones metalicos como hierro (King, 2011), determina el flujo activo del
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Zn*citosolico hacia el liquido extracelular o hacia almacenes intracelulares, mediante el
acoplamiento a los flujos pasivos de H o Na" (Diaz Garcia, 2009), asi al exportar Zn al espacio
extracelular o incorporar Zn a determinados compartimientos celulares, reduce el contenido
citoplasmatico de Zn (Valenzuela, 2012). Un total de diez transportadores ZnT se ha
identificado (King, 2011).

La otra familia de proteinas de membrana que desempefia un rol importante en el
movimiento del Zn es la familia Zip, la cual favorece el influjo de Zn*" al citoplasma desde la
solucion extracelular o desde organulos celulares (Diaz Garcia, 2009). Al importar Zn al espacio
intracelular se incrementa la concentracion citoplasmatica del Zn (Valenzuela, 2012), se han
identificado 14 transportadores para esta familia (King, 2011), algunos de ellos son: ZIP4
encargado del transporte intestinal, ZIP5 encargado adicional al transporte intestinal, de la
liberacion pancreatica del Zn enddégeno, ZIP 6 y ZIP7 relacionados con el cancer de mama
metastasico, ZIP 10 también relacionado al cancer de mama metastasico y a la reabsorcion renal

del Zny el ZIP 14 asociado a la hipozincemia de inflamacién (Solomons, 2013).

2.4.5.3.Transporte de cinc

Una vez transferido el cation desde los enterocitos al plasma, se fija a diferentes
transportadores. La albimina es el transportador mayoritario en el plasma, sin embargo, existen
otros transportadores de Zn como la transferrina o la a2 —macroglobulina. El porcentaje en el
que este elemento es transportado por estos transportadores es del 57% para la albumina y 40%
para la 02 —macroglobulina y en muy poca proporcion por la transferrina. También va a ser
ligado por union de aminoacidos 3%, formando complejos sobre todo como Zn- cisteina o Zn-
histidina. Es a partir de estos sistemas de transporte sanguineos desde donde diferentes tejidos
toman mayores o menores cantidades de cation en funciéon de sus necesidades (Terrés Martos,

1999).

El 95 % del Zn presente en cada tejido ingresa al compartimiento intracelular para
participar en dos procesos elementales: la regulacion de la expresion de genes y la activacion de

sitios cataliticos de numerosas enzimas conocidas como metaloenzimas (Mallea, 2002).

2.4.5.4. Eliminacion
La principal ruta de eliminacion de Zn es a través de las heces, las pérdidas fecales de
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Zn son una combinacion del Zn de la dieta que no se absorbe y las secreciones enddgenas de
este cation. Por orina s6lo se elimina del 2-10 % del Zn adquirido por via oral o intravenosa
(Terrés Martos, 1999). Otras rutas de eliminacion incluyen sudor, semen y cabello (Lopez de

Romafia y col., 2010).

2.5. CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DE LA LECHE DE CABRA

2.5.1 Introduccion

La leche de las distintas especies de rumiantes, directamente o como derivados lacteos,
es un alimento de importancia excepcional para la poblacion en cualquier etapa de la vida. La
leche puede ser considerada como una fuente de macro y micronutrientes, ademas de contener
un numero de compuestos activos que tienen un papel significativo tanto en la nutricién como
en la proteccion de salud (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997). El contenido de acido oleico, acido
linoleico conjugado, los acidos grasos Omega 3, acidos grasos de corta y media cadena,

vitaminas, minerales y compuestos bioactivos, puede promover efectos positivos en la salud.

La leche de cabra es de interés en nuestra investigacion debido a su composicion
especifica, y por ser un alimento con unas caracteristicas nutricionales altamente beneficiosas,
por lo que se le ha considerado un alimento de gran calidad, en la dieta para nifios y ancianos,
asi como para ciertos sectores de la poblacion con necesidades particulares (Haenlein, 1992;
1996; Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Lopez-Aliaga y col., 2003, Campos y col., 2003;
Haenlein, 2004; Park, 2006).

Las caracteristicas principales de su composicion han sido comparadas con la leche
producida por otras especies. (Haenlein, 1992; Davis y col., 1994; Boza y Sanz-Sampelayo,
1997; Alférez y col., 2001; Campos y col., 2003; Lopez-Aliaga y col., 2003; Park, 2006;
Haenlein, 2007). De particular interés, son las diferencias en la composicion de las leches de

vaca y cabra.

Asi, la proteina de leche de cabra es mas digestible (Park, 1994; Boza y Sanz-
Sampelayo, 1997; Haenlein, 2001; Lopez-Aliaga y col., 2003; Haenlein, 2004), y al mismo
tiempo es mas tolerable, menos alergénica (Bevilacqua y col., 2001; Lara-Villoslada y col.,
2004; Sanz Ceballos, 2007). Las fracciones de proteina que presentan diferencias evidentes, son

sobre todo, la cantidad de asl- caseina, que es inferior en la leche de cabra. El perfil de
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aminoacidos de las dos proteinas reveld ciertas diferencias, aunque la cantidad total de

aminoacidos esenciales no varia (Sanz Ceballos y col., 2009).

Asimismo la grasa de leche de cabra es mas digestible (Alférez y col., 2001; Haenlein,
2001), y puede ser considerada una fuente excelente de energia en varios procesos metabolicos
(Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Sanz Ceballos, 2007) incluso para combatir problemas
metabolicos (Babayan, 1981; Garcia Unciti, 1996; Velazquez y col., 1996). La composicion de
grasas es bien diferenciada, principalmente en lo que concierne a los acidos grasos de cadena
media (C6-14), que son mayoritarios en la leche de cabra. Lo mismo ocurre para los acidos
grasos (n-6) y (n-3), junto con el nivel total del acido linoleico conjugado (Sanz Ceballos y col.,

2009).

En cuanto a su composicion mineral, en general se encuentra en niveles moderados de
los elementos principales, y muestra por su utilizacion nutritiva mayor calidad que la leche de
vaca (Moreno, 1995; Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Lopez-Aliaga y col., 2000; Haenlein,
2001; Alférez y col., 2003; Barrionuevo y col., 2003; Campos y col., 2003; Lépez Aliaga y col.,
2003; Nestares y col., 2008). Las cantidades de Ca, P, Mg y Cu eran mayores en las cenizas
obtenidas de la leche de cabra, debido a la mayor cantidad de componentes solidos totales que
presenta. Estas diferencias hacen que la leche de cabra constituya un alimento de un particular

interés, tanto en términos de salud como en términos de nutricion. (Sanz Ceballos y col., 2009).

La composicion de la leche depende de la especie, del estado de lactancia, alimentacion
y otras condiciones ambientales (zona geografica); ademas, los valores registrados pueden
variar segin la metodologia utilizada. Considerando estos factores, y dado el interés en
comparar la composicion de las leches de cabra y vaca, bajo las mismas condiciones, teniendo
en cuenta las exigencias especificas alimenticias de cada una de ellas, y usando una metodologia
idéntica para determinar esta composicion. En estudios de comparacion en la composicion de la
leche de cabra Granadina y de vaca Holstein-Friesian, establecidas en la misma area del Sureste
de Espana, y producidas durante lactancias consecutivas se ha comparado la composicién de
proteina (fracciones de proteina y perfil de aminoacidos), la composicion lipidica (perfil de
acidos grasos), la composicion mineral (Ca, P, Mg, Fe, Cu y Zn) y vitaminica, ademds de la
composicion quimica (alimentos solidos totales, proteina, grasa, ceniza y lactosa) en cada tipo

de leche (Sanz-Ceballos y col., 2009).

La raza de cabra Granadina se caracteriza por producir gran cantidad de sustancias

nutritivas, por ser una especie robusta, adaptada a la supervivencia en condiciones ambientales
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extremas, y por su alimentacion para producir grandes cantidades de la leche (Boza, 2005).
Segun Haenlein (1996), la leche de cabra provee una proporcion mas alta de solidos totales que
la leche de vaca, asi como de proteina, grasa y minerales, pero al expresarlo como el contenido

de materia seca las diferencias tienden a desaparecer.

En estudios realizados por Sanz Ceballos y col. (2009), con leche de cabra y vaca,
también se aprecid un contenido mas alto de componentes solidos totales, proteina, grasa y
minerales, en la leche de cabra. Cuando estas cantidades son expresadas como materia seca,

siguen sobrepasando a los de la leche de vaca, sobre todo en el contenido mineral y lipidico.

Muchas de las reacciones adversas que a veces se presentan por el consumo de leche de
vaca, concretamente frente a ciertas fracciones proteicas, asi como la intolerancia a la lactosa, se
pueden evitar en muchas ocasiones por el cambio a la leche de cabra (Park, 1991). Desde hace
bastantes afios hay indicios evidentes en la literatura cientifica del beneficio de la leche caprina
en problemas de acidez, ulcera de estomago, colitis, problemas hepaticos y biliares, asma,
migrafia, eccemas y estados de convalecencia. Ademas puede ser un alimento aconsejable y
bien tolerado por nifios y ancianos, debido a la elevada digestibilidad de su proteina y grasa
(Dostalova, 1994). Zoppi y col. (1995), demostraron experimentalmente que el consumo de
dietas que contienen leche de cabra reduce los niveles de LDL colesterol y colesterol total.
Posteriormente (Alférez y col., 2001; Lopez-Aliaga y col, 2005) se demostro que el consumo de
leche de cabra, ademas de reducir los niveles de LDL colesterol y colesterol total, mantiene en

el rango fisiologico los niveles de HDL colesterol, triglicéridos y transaminasas (GOT y GPT).

2.5.2. Caracteristicas organolépticas

La leche de cabra es mas blanca que la de vaca, debido a que no tiene carotenos, que
amarillean, en parte, a la ultima. Posee un fuerte olor y sabor, como consecuencia de la
absorcion de compuestos aromaticos durante su manejo. Sin embargo, estas caracteristicas
organolépticas poco atractivas desde el punto de vista del consumo humano, pueden eliminarse

en gran parte por un sencillo tratamiento de desodorizacion al vacio (Borras, 1968).

La leche de cabra no deberia presentar problemas de rechazo en el consumidor debido a
su olor, usualmente atribuido a los acidos grasos de cadena media. Bajo condiciones normales,
estos acidos se encuentran encapsulados dentro del globulo graso, por lo cual la leche de cabra

adecuadamente manipulada es dificil de distinguir de la leche de vaca utilizando el olfato. Los
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problemas se dan cuando la membrana del globulo graso se rompe y libera estos acidos. No
obstante, aunque se rompiera el globulo, si los acidos grasos estan en forma de triglicéridos, se
necesitaria de una lipasa para liberar a los mismos, y esto solo ocurriria si no se llevd a cabo
correctamente el proceso de pasteurizacion, que en teoria destruye dichas enzimas. Ademas hay
que afadir, que una vez rota la integridad de los globulos, la leche es mas propensa a

enranciarse (Chacon, 2005).

El sabor caracteristico de la leche de cabra se debe, segin Kim Ha y Lindsay (1991), a
los acidos grasos libres, especialmente a los de cadena ramificada 4-metiloctanoico y 4-
etiloctanoico. También contribuyen al fuerte sabor de la leche caprina las mayores
concentraciones de acidos grasos caproico, caprilico y caprico, de 6, 8 y 10 atomos de carbono
respectivamente. Ademas, su mayor contenido con respecto a otras leches en CI' y minerales, le

confieren un sabor ligeramente salobre.

La dieta caprina también constituye un elemento clave en las caracteristicas
organolépticas de la leche. Diversos tipos de alimentos vegetales como especies de los géneros
Brassica sp., Lupinus sp., Verbena sp., Xanthium sp., Digital sp., Eupatorium sp., Capsella sp.,
asi como diversas plantas aromaticas o la pulpa de la remolacha, comunican sabores extrafios y

poco atractivos a la leche (Arbiza, 1986).

2.5.3. Composicion de la leche de cabra

Los componentes de la leche de cabra son sintetizados desde precursores presentes en el
plasma sanguineo (glucosa, acetato, acidos grasos no esterificados, etc.), que son captados por
las células de la glandula mamaria y usados para la sintesis de los componentes de la leche, o
como sustrato energético para dicha sintesis, seglin el estado nutricional del animal (Fehr y col.,

1982).

Dependiendo de la raza de las cabras, condicionamientos genéticos, alimentacion,
factores medioambientales, momento de la lactacion, etc., existen variaciones en la composicion

de la leche.
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Tabla 11. Composicion quimica (Sanz-Ceballos y col., 2009)

Soélidos totales 13,57 11,36 +16,3
Proteinas 3,48 2,82 +19,0
Grasa 5,23 3,42 +34,6
Cenizas 0,75 0,65 +13,3
Lactosa 4,11 4.47 -8,8

Chandan y col. (1992) indican que en un clima templado, la leche a finales de verano
contiene menor cantidad de grasa y solidos totales. Ademas también tiene una marcada
influencia el momento de la lactacion, provocando unas fluctuaciones de composicion que son

mas pronunciadas en la cabra que en la vaca (Parkash y Jenness, 1968).

Sin embargo, con total seguridad, es la dieta del animal la que incide en mayor medida
sobre la composicion de la leche, especialmente en su contenido proteico, graso y vitaminico,

ademas de condicionar las caracteristicas organolépticas de la misma (Boza, 1992).

Sobre el nivel proteico, los factores que ejercen mayor influencia son las caracteristicas
energéticas y nivel proteico de la dieta. Ademas también desempeia un papel importante la
propia carga genética del animal, siendo la ausencia de degradabilidad proteica en el rumen el

factor que modifica principalmente el contenido proteico.

En cuanto al porcentaje de materia grasa y su composicion, como ya se ha comentado,
depende en gran medida de la dieta y carga genética del animal, asi como de la naturaleza y
composicion de la dieta que recibe, puesto que ésta determina cambios en la fermentacidon
ruminal, modificando la produccion de los diferentes acidos grasos y con ello el contenido graso
de la leche. La modificacion de la composicion lactea en los rumiantes es mas dificil que la de
los animales monogastricos, debido al proceso de hidrogenacion que sufre la grasa de piensos y
forrajes en el rumen, incrementando el contenido de acidos grasos saturados y reduciendo el de
los esenciales en la leche. Las grasas “protegidas” suministradas en los piensos, salvan el
obstaculo del rumen y parecen una buena estrategia para mejorar la calidad lactea, aumentando
el contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), con marcados efectos beneficiosos en el

metabolismo lipidico humano (Sanz-Sampelayo y col., 2004).
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2.5.3.1. Proteina

Una caracteristica importante de la leche de cabra es que su composicion proteica varia
mucho de una raza a otra, debido a la gran variabilidad genética que caracteriza a este animal
(Martin, 1996). Si consideramos un genotipo “estandar”, la composicion proteica global, asi
como la cantidad de proteinas es muy similar en las leches caprina y bovina. Sin embargo, y
aunque la proporcion caseinas/proteinas del lactosuero es también similar (80/20), las caseinas
de la leche de cabra son mas solubles y por tanto su absorciéon es mucho mas facil (Boza y Sanz-
Sampelayo, 1997). Por tanto, la calidad de la proteina de la leche de cabra es mayor que la de
leche de vaca. Esta elevada calidad proteica queda demostrada en un estudio realizado en ratas
con reseccion parcial de intestino delgado, en el que se observd que las ratas que consumieron
dieta elaborada a base de leche de cabra tenian un indice de crecimiento superior, con una mejor
utilizacion digestiva y metabolica de la proteina, que las que consumieron dieta basada en leche

de vaca (Lopez-Aliaga y col., 2003).

La leche de cabra contiene alrededor de 5.2 g N/Kg, lo cual representa 33.2 g de
proteina. La fraccion proteica mayoritaria de la leche caprina, al igual que en la leche de vaca,
son las caseinas que precipitan a un pH= 4.6. Las proteinas que permanecen en solucion a dicho
pH son las del lactosuero: o- lactoalblimina, B-lactoglobulina, albumina, inmunoglobulinas,

péptidos y otras proteinas menores, algunas con caracter enzimatico.

Como componentes de la proteina lactea, existen seis fracciones genéricas de la
glandula mamaria de caracter mayoritario: asl-caseina, as2-caseina, P-caseina, y-caseina, -
lactoglobulinas y a-lactoalbiminas, exhibiendo todas un polimorfismo genérico, producto de
genes autosomicos alélicos codominantes (Swaisgood, 1992). La leche caprina tiene menos as1-
caseina que la leche de vaca (5% del total de proteinas en la cabra, frente al 35% de la
vaca)(Martin, 1996) y mas B-caseina y k-caseina (Park, 2006). La as1-caseina, proteina, que no
esta presente en la leche humana, es considerada uno de los principales alérgenos responsables

de la alergia a la proteina de la leche de vaca (Bianca-Maria y col., 2001).

El tamafio de las micelas de caseina es mas pequefio en la leche de cabra (50nm) en
comparacion con la leche de vaca (75nm). Estas caseinas de la leche de cabra se caracterizan
por contener més glicina, asi como menos arginina y aminodcidos sulfurados, especialmente

metionina (Chacoén, 2005).
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La alergia se produce por la generacion en el organismo de Inmunoglobulinas E al
entrar en contacto con las proteinas de la leche, especialmente en niflos donde éstas suelen ser
las primeras proteinas extrafas con las que tienen contacto. En este sentido las a-lactoalbuminas
y B- lactoglobulinas que se encuentran en la fraccion acuosa de la leche (el suero), son menos
problematicas ya que son alterables por la accion del calor, al ser termosensibles, y por lo tanto
su poder alergénico se inactiva en productos tratados térmicamente como son las leches en
polvo o de larga duracion pasteurizadas con un sistema de ultra alta temperatura a 100 °C
durante 10s por UHT (Chacén, 2005). Las caseinas son termoestables a los tratamientos
estandar, y por lo tanto las personas sensibles a ellas reaccionaran ante cualquier producto que

las contengan aunque haya sido tratado térmicamente.

En lo que concierne al valor nutritivo de las proteinas de la leche de cabra respecto a la
de leche de vaca, son mas facilmente degradadas en el estobmago, y asi las proteasas actian
favoreciendo su digestibilidad (Park, 1994; Haenlein, 2004; Park, 2006; Haenlein, 2007). Esto
esta de acuerdo con estudios de la calidad de la leche de cabra Granadina y vacas de Holstein
Friesian para producir una mejor utilizaciéon alimentaria, sobre todo en términos de digestion

(Sanz Ceballos, 2007).

De acuerdo con Chandan y col. (1992), la concentracion enzimatica en las leches de
cabra y vaca son bastante diferentes. La actividad proteolitica de la leche de cabra fresca es mas
alta que la de vaca, mientras que la actividad xantina-oxidasa es un 10% menor en la leche de
cabra. La lipolisis de la leche de cabra es muy diferente a la de vaca, generandose en aquélla
acidos grasos libres y productos aromaticos caracteristicos, debidos a la distribucion de la

lipoprotein-lipasa en varias de sus fracciones.

En la leche de vaca, tras someterse a calentamiento y enfriarse rapidamente, se consigue
la separacion de la nata, facilitando esta aglomeracion las euglobulinas lacteas. Este hecho no se
produce con la leche de cabra, lo cual puede ser debido al pequefio volumen de los globulos
grasos y escaso contenido en euglobulinas y aglutininas que son responsables de la escasa

capacidad de la leche de cabra para formar crema (Chandan y col., 1992).
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Tabla 12. Fraccion proteica (Sanz-Ceballos y col., 2009)

Caseina (Cn) 82,70 82,65
as1-Cn 18,92 30,80 -62,8
os1-Cn 8,52 7,50
B+i-Cn 55,26 44,35 +19,7
Proteinas séricas 17,30 17,35

Aunque la composicion de aminoacidos de cada fraccion de proteina en la leche
dependa de la especie (Marchalonis y Weltman, 1971), en general, es posible identificar ciertas
semejanzas en esta composicion segun la fraccion de proteina correspondiente. Asi, Park (2006)
divulgé que las caseinas presentan los niveles mas altos de Asp, Lys y Tyr, y de B-caseina, pero
bajos en Leu, Pro y Val, a excepcion del contenido de lis, mas alto en la proteina de leche de
cabra, a pesar de tener menor cantidad de asl-caseina (Sanz Ceballos, 2007). Posati y Orr
(1976) analizaron el contenido de los diferentes aminoacidos en 100 g de leche, y concluyé que
la leche de cabra, en comparacion con la leche de vaca, contiene cantidades mayores de 6 de los
10 aminoacidos esenciales. Este efecto es debido al mayor contenido de componentes solidos
totales en la leche de cabra, junto con la mayor cantidad de proteina en el extracto seco (el 25.64

% frente el 24.82 %) (Sanz Ceballos, 2007).

2.5.3.2. Glicidos

Una diferencia destacable en la composicion glucidica de ambos tipos de leche reside en
los oligosacaridos: en la leche de cabra encontramos concentraciones 10 veces superiores a las
que hay en la leche de vaca. Ademas, los oligosacaridos caprinos se caracterizan por su gran
variabilidad estructural, que los hace los mas parecidos que existen a la leche humana. Ademas,
su elevado contenido en galactosa es muy importante para el desarrollo cerebral, en las primeras

etapas de vida (Martinez-Férez, 2004).
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La lactosa, es el hidrato de carbono mas importante tanto en la leche de vaca como en la
de cabra (4,7-4,8% en ambas). En condiciones fisiologicas, la lactosa de la leche es hidrolizada
por la lactasa en la superficie de las células de la mucosa intestinal, pero deficiencias de este
enzima pueden producir diarreas, distension abdominal y flatulencia, debido al aumento en la
luz intestinal de este disacarido osmoticamente activo. En casi todos los mamiferos, la actividad
lactasica intestinal es alta al nacer, declina en la nifiez y permanece baja en la edad adulta;
valores bajos de lactasa se asocian a la intolerancia lactea (Ganong, 2011). En este sentido, se ha
demostrado in vitro que los oligosacaridos de la leche de cabra inducen a la maduracion del

epitelio intestinal, ya que favorecen la diferenciacion de células Caco-2 (Martinez-Férez, 2004).

El contenido de lactosa es bajo en la leche de cabra en comparacion con la leche de
otras especies animales (aproximadamente de 1% a 13% menos que la de vaca y hasta 41%
menos que la humana), lo cual estd directamente relacionado con que esta leche presente menos
problemas asociados con la intolerancia (Chacon, 2005). La mayor tolerancia a la lactosa de la
leche de cabra parece ser debida a su mayor digestibilidad, pudiendo existir una interaccion
entre calidad y cantidad proteica, de manera que la tasa de liberacion de nutrientes desde el

estomago al intestino es mas ventajosa, optimizando asi la utilizacion digestiva de la lactosa.

2.5.3.3. Lipidos

La grasa de la leche de cabra es una fuente concentrada de energia, lo que se evidencia
al observar que una unidad de esta grasa tiene 2,5 veces mas energia que los carbohidratos
comunes (Chacon, 2006). Los triglicéridos representan casi el 95% de los lipidos totales,

mientras que los fosfolipidos rondan los 30-40 mg/100 ml y el colesterol 10 mg/100 ml.

La materia grasa de la leche es secretada por las gldndulas mamaria en forma de
glébulos grasos, dando lugar a una emulsion lipidica. Estos globulos grasos estan formados
principalmente por un nucleo de triglicéridos, rodeado de una capa externa constituida por
lipidos polares (principalmente fosfolipidos) y proteinas. El tamafio de los globulos grasos
comparados con el de los globulos en la leche de vaca es de 2pm en la leche de cabra frente a un
promedio de 3-5um en la de vaca. Este menor tamafio de los globulos grasos de la leche de
cabra da como resultado una emulsion mas fina y uniforme, que influye favorablemente en su
digestibilidad, puesto que estos pequenos globulos son mas accesibles para las lipasas que

participan en la digestion lipidica (Chilliard, 1996).
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Por otra parte, tanto la leche de vaca como la de cabra, contienen cantidades muy
importantes del enzima lipoprotein-lipasa (LPL). Este enzima juega un papel crucial en la
lipolisis espontanea de la leche (hidrolisis de triglicéridos, principalmente en posicion 3, para
producir acidos grasos libres). En el caso de la leche de vaca, la LPL se encuentra ligada a las
moléculas de caseina, mientras que en la leche de cabra estd mas ligada a los globulos de grasa,
facilitando la hidroélisis. Esta es la razon por la cual la leche de cabra presenta mayor porcentaje
de acidos grasos libres (0.6% del total de grasa frente al 0.4% en la leche de vaca), lo que

también contribuye a su mayor digestibilidad (Chilliard, 1996).

La grasa de la leche caprina no contiene aglutinina que es una proteina cuya funcion es
agrupar los globulos grasos para formar estructuras de mayor tamafio. Esta es la razon por la
que sus globulos, al estar dispersos, son atacados mas facilmente por estas enzimas digestivas
(especialmente las lipasas que rompen los enlaces éster), y se incrementa por tanto la velocidad
de digestion (Chacon, 2006). Las lipasas se encuentran distribuidas en la crema de la leche

(46%) y en el suero lacteo (46%) (Chillard col., 1984).

Los resultados destacan que la leche de cabra tiene un 40 % mas de acidos grasos de
cadena media que la leche de vaca. Los contenidos de acidos grasos esenciales y de cadena
corta hacen de la leche de cabra un alimento saludable desde un punto de vista cardiaco
(Chacon, 2005). Los acidos grasos de cadena mediana poseen propiedades diferentes a los de
cadena larga cuando son metabolizados por el ser humano, especialmente los acidos caprilico y
caprico. Lo anterior se da principalmente por la tendencia de estos acidos a proporcionar energia
y no a contribuir a la formacién de tejido adiposo, asi como por su habilidad para limitar y
disolver los depositos de colesterol sérico, lo que se relaciona con una disminucion de las

enfermedades coronarias, la fibrosis quistica y los calculos biliares (Haenlein, 2004).

Posiblemente, una de las principales diferencias en la composicion lipidica de las leches
de cabra y vaca esta en el tipo de acidos grasos que componen los triglicéridos. En la leche de
cabra el porcentaje de acidos grasos de cadena media (C6:0 caproico, C8:0 caprilico, C10:0
caprico) es superior al de la leche de vaca. Asi, la leche de cabra es mas rica en triglicéridos de
cadena media (MCT) (Alférez y col., 2001; Haenlein, 2001; 2004; Sanz Ceballos, 2007). Estos
triglicéridos son una fuente de energia rapida, ya que se absorben directamente en el intestino
delgado proximal, facilmente hidrolizados en la via digestiva, proceso que comienza en el
estomago por la accion de la lipasa y no necesitan la reesterificacion y participacion de las sales

biliares para su absorcion. Ademas, la oxidacion mitocondrial de los acidos grasos de cadena
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media es, en parte, independiente de los niveles de carnitina, lo cual supone una ventaja en

casos de déficits de esta enzima (Odle, 1997).

La digestion rapida y eficiente es seguida de un rapido metabolismo oxidativo, siendo
estos compuestos, por ello, unas excelentes fuentes de energia (Leyton y col., 1987; Aurousseau
y col., 1989; Velazquez y col., 1996; Matsuo y Takeuchi, 2004). Por esta razon, estos
triglicéridos podrian tener efectos beneficiosos en situaciones metabolicas desfavorables, tales
como enfermedades hepaticas, pacientes inmunodeprimidos o en el recién nacido, cuyo
metabolismo es aun inmaduro. Asi, los MCT han sido utilizados en nutriciéon parenteral de
pacientes con enfermedades criticas y en niflos prematuros, con mejores resultados que los

triglicéridos de cadena larga (LCT) (Chan y col., 1998).

Debido a su rapida absorcion, los MCT han sido utilizados en la prevencion de la
obesidad. Los acidos grasos derivados de estos triglicéridos son rapidamente oxidados en el
higado, por lo que estimulan la saciedad de forma rapida, disminuyen los depdsitos de grasa y

facilitan el control de peso, sin modificar el aporte energético (St-Onge y Jones, 2002).

Alférez y col. (2001) estudiaron el efecto de la grasa de las leches de cabra y vaca sobre
la utilizacion digestiva de dicho nutriente y sobre pardmetros bioquimicos relacionados con el
metabolismo lipidico. En este estudio se emplearon ratas controles (transectadas) y otro grupo
con reseccion intestinal del 50% del intestino delgado distal. La utilizacion digestiva de la grasa
fue mayor en los animales que consumieron dieta elaborada a base de leche de cabra (rica en
MCT), con respecto a los que consumian dieta basada en leche de vaca. Ademas el consumo de
leche de cabra produce una reduccion de los niveles de colesterol-LDL, manteniendo dentro del
rango fisiologico los niveles de triglicéridos, colesterol-HDL y transaminasas (GOT y GPT)

(Lépez-Aliaga y col., 2005).

Otro aspecto importante sobre el contenido de grasas de los dos tipos de la leche se debe
al contenido de las diferentes formas del acido linoleico conjugado (CLA), la proporciéon de
CLA en la leche de cabra, es mas alta que en la leche de vaca, a lo que se le atribuyen diversas
propiedades beneficiosas para la salud. El acido linoleico conjugado, tiene varios isdmeros del
acido linoleico (C18:2). Varios estudios han investigado, los posibles efectos de CLA sobre la
salud humana, sus propiedades estan relacionadas con los isomeros especificos, con
propiedades anticancerigenas (Ip y col., 1999), antiaterogénicas, (McGuire y McGuire, 2000) y

antidiabéticas (tipo II) (Ryder y col., 2001), alterando la division de sustancia nutritiva y el

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 77



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

metabolismo lipidico (Park y col., 1999), reduciendo la hiperglucemia, con modulacion inmune

y mejora de la mineralizacion de hueso (McGuire y McGuire, 2000; Pariza y col., 2001).

2.5.3.4. Composicion mineral

Los niveles de Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu en la composicion seca de la leche de cabra son

considerablemente mas altos que los de la leche de vaca.

Aunque la composicion mineral de la leche depende de la especie animal y de la
alimentacion proporcionada. Park en 2006, declard que la leche de cabra, en comparacion con la
leche de vaca, proporciona cantidades mas altas (en mg/100 g de leche) de Ca, P, K, Mgy Cl, y
cantidades inferiores de Na y S. Sin embargo, Haenlein (2001) coment6 que la leche de cabra
presenta una composicion mineral muy similar a la de leche de vaca en lo que concierne a su

contenido de Na, Fe, Zn y Mb, pero tiene cantidades més altas de Ca, K, Mg, P, Cl y Mn.

Tablal3. Composicion mineral (Sanz-Ceballos y col, 2009)

Ca 158,57 113,58 +28,4
P 118,97 87,04 +26,8
Mg 12,92 9,40 27,2
Fe 0,15 0,09 +40,0
Cu 0,042 0,014 +66,6
Zn 0,528 0,463 +12,3

Al analizar la composiciéon mineral de un determinado tipo de leche, no sélo hay que
tener en cuenta las cantidades de cada mineral, sino también su biodisponibilidad. En este
sentido, existen interacciones entre diferentes minerales y de éstos con otros componentes
lacteos, que puede afectar a su absorcion. Es destacable la mayor cantidad de K de la leche de
cabra y su menor contenido en Na, y existen estudios cientificos que demuestran que la
biodisponibilidad de ciertos minerales es diferente, siendo mucho mas ventajosa en la leche de

cabra (Gueguen, 1996).
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El Fe es un claro ejemplo de como las interacciones entre componentes de los alimentos
pueden aumentar su biodisponibilidad. La leche de cabra contiene una cantidad de Fe
ligeramente superior a la de vaca, y ademas la biodisponiblidad de este elemento es mucho
mayor en la leche de cabra. Lopez- Aliaga y col. (2000) estudiaron el efecto de las leches de
cabra y vaca sobre la utilizacion digestiva y metabolica de Fe y Ca, usando como control una
dieta estandar (sin leche). La utilizacion digestiva de Fe y Ca, asi como el depodsito en 6rganos
diana fue superior en los animales que ingirieron dietas basadas en leche de cabra. Por tanto, la
leche de cabra minimiza las interacciones entre Fe y Ca, favoreciendo asi su metabolismo.
Ademas, Alférez y col. (2006) estudiaron el efecto de la leche de cabra, comparativamente a la
de vaca, en ratas con anemia ferropénica nutricional inducida, concluyendo que el Fe presente
en la leche de cabra favorece su deposito en drganos diana y la vuelta a la normalidad de los

parametros hematologicos alterados como consecuencia de la anemia ferropénica nutricional.

En ocasiones se ha vinculado a la leche de cabra y de vaca con anemias infantiles
debido a los bajos contenidos de Fe. No obstante, esto resulta facilmente reversible por medio

de la fortificacion (Chacon, 2006).

El efecto beneficioso de la leche de cabra sobre la utilizacion digestiva de Fe puede
deberse a varios factores nutricionales que se encuentran en la leche de cabra en mayor
proporcién como son: cisteina y lisina que solubilizan el Fe’" a Fe*" por formar quelatos
tridentados, principal factor asociado con una mayor absorcion del metal (Van Campen, 1973).
Por otra parte, el mayor contenido de acido ascorbico (vitamina C) en la leche de cabra,
contribuye a aumentar la absorcion de Fe en las ratas alimentadas con dieta elaborada con leche
de cabra, ya que es conocido que la vitamina C forma un quelato con este mineral que
permanece soluble a un pH mas alto del intestino delgado (Czajka-Narins, 1998).

La leche es la principal fuente de Ca dietario para el ser humano, sin importar si es de cabra,
vaca u otra especie. Comparativamente, la leche de cabra aporta 13% mas Ca que la leche de
vaca (Chacon, 2006). La mayor absorcion de Ca en los animales que consumen la dieta con
leche de cabra se puede atribuir, en parte, al alto contenido en Vitamina D de la leche de cabra

respecto a la leche de vaca, que favorece la absorcion de esta mineral (Alférez y col., 1996).

Otro factor que puede contribuir a esta mayor absorcion de Ca con la dieta elaborada
con leche de cabra es su mayor contenido en lisina respecto a la leche de vaca. El efecto de este
aminodcido parece que estd relacionado con el transporte de Ca pasivo, ya que no hay

diferencias significativas entre los dos estereoisomeros de la lisina.
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Ademas, la leche de cabra tiene un alto contenido en MCT frente a la leche de vaca que,
segun Tappenden y col. (1997), favorece el transporte de nutrientes a través de la membrana
basolateral del enterocito, por una mas rapida utilizacion de la energia disponible a partir de
esos triglicéridos de cadena media. Esto favorece la absorcion de proteinas y minerales,

haciendo recomendable este alimento en caso de anemia.

La cantidad de Mg en la leche de cabra también es ligeramente superior a la de vaca. Un
estudio en ratas con reseccion intestinal demostré que la leche de cabra aumentaba la absorcion
de magnesio (Lopez-Aliaga y col, 2003) mejorando su biodisponibilidad (Nestares y col.,
2008). También los MCT parecen responsables de este efecto beneficioso en el metabolismo

mineral.

Ademas Campos y col. (2003) demostraron que el consumo de leche de cabra en ratas
resecadas mejoraba la absorcion de Ca y P, asi como su destino metabdlico en los 6rganos diana

implicados en la homeostasis de estos minerales.

La leche de la cabra contiene Se, el cual actia como antioxidante (USDA, 2004). EI Se
es muy importante no solo porque suele ser deficiente en el cuerpo humano, sino porque ayuda
a controlar el sistema inmunoldgico asi como por actuar directamente sobre ciertos virus

impidiendo su multiplicacion.

El Se se vincula mas con la parte acuosa que con la fraccion grasa de la leche, pues en
la leche descremada queda el 94% del Se total, del cual un 69% se asocia con la fraccion de

caseina (Dael y col., 1992).

Hoy en dia, se considera de mejor calidad alimenticia la leche de cabra comparada a la
leche de vaca, en cuanto a su composicion mineral, no solo de los minerales proporcionados,
sino también por la utilizacion del organismo, tanto en procesos digestivos como metabdlicos
(Park y col., 1986; Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003; Lépez-Aliaga y col., 2003;
Alférez y col., 20006).

2.5.3.5. Composicion vitaminica

El unico inconveniente de este tipo de leche en comparacion con la leche de vaca y la

humana es el bajo contenido en acido folico (vitamina By) de la leche de cabra. La leche de la
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vaca contiene cinco veces mas vitamina By, que la leche de cabra (Mehala y Al-Kahnai, 1989;
Chacén, 2004; USDA, 2004; Haenlein, 2004; Chacon, 2005; Haenlein, 2007). Algunos casos
descritos de anemia megaloblastica (patologia asociada al déficit de esta vitamina) en nifios de 3
a 12 meses alimentados exclusivamente con leche de cabra, fue una de las razones del
descrédito que suftrio la leche caprina en los afios 60 y 70 (Sullivan y col., 1966). Esta carencia
se debe a una glicoproteina que presenta la capacidad de unir el acido félico y que no se
encuentra en la leche de vaca (Chandan y col., 1992).

Sin embargo, la leche de cabra contiene niveles mas altos de vitaminas del grupo B que la leche
de vaca, excepto, las vitaminas Bs y B, que estdn en menor cantidad (Jauber y Kalantzopoulos,
1996). Igual ocurre para el contenido en vitamina D y acido nicotinico que también es superior

en la leche de cabra.

Hay que destacar de la leche de cabra su elevado contenido en vitamina A (2.074 Ul
que contiene la leche de cabra frente a 1.560 UI de la leche de vaca). El alto contenido de esta
vitamina, a la vez explica la ausencia de carotenoides en la leche de cabra, pues todos éstos se
encuentran ya convertidos a vitamina A. A esto se suma el hecho de que la leche de cabra es

muy rica en riboflavina, importante como factor del crecimiento (Chacon, 2005).

Estudios en nifios han demostrado que los resultados obtenidos en cuanto a ganancias de
peso, aumento en la estatura, mineralizacion esquelética, densidad de hueso y contenido de
vitaminas en sangre (vitamina A, niacina, tiamina, riboflavina y niacina) son superiores cuando

se da una alimentacion con leche de cabra (American Dairy Goat Association, 2004).
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Tabla 14. Composicion vitaminica (Chandan y col., 1992; O 'Connor, 1994).

B, mg/L 0.5 0.7
A, UI/L 2030.0 1260.0
D, pg/L 0.6 0.3
E, mg/L 0.3 1.0
K, ug/L 12.0 -
B, mg/L 0.5 0.1
B,, mg/L 1.4 1.4
Niacina, mg/L 2.7 0.8
Acido ascorbico, mg/L 21.0 15.6
Acido pantoténico, mg/L 3.1 3.0
B12, pg/L 0.7 3.5
Acido folico, pg/L 6.0 50.0
Colina, mg/L 119.9 120.0
Inositol, mg/L 110.5 109.3

2.5.3.6. Factores bioactivos

La leche de cabra también es mas rica en nucleétidos. Al contrario de lo que ocurre con
las poliaminas (espermidina, espermina y putrescina), compuestos presentes en la leche de
mamiferos, importantes en el desarrollo intestinal de neonatos, siendo este muy similar en las
leches caprina y bovina. En el calostro de la leche de vaca, la concentracion de espermina y
espermidina es maxima, y durante el primer mes de lactancia, la concentracion de estas

sustancias disminuye y permanece baja hasta el final de la lactancia (Martinez- Férez, 2004).

Por el contrario, la concentracion de poliaminas en la leche de cabra permanece estable
durante todo el periodo de lactacion (a excepcion de la putrescina que disminuye durante las
primeras semanas) y siempre los niveles son superiores a los de la leche de vaca (Ploszaj y col.,

1997). Este patron de secrecion es parecido al que ocurre en la leche humana.

La mayor concentracion de poliaminas se ha relacionado con la reduccion del riesgo de

padecer alergias alimentarias, ya que al favorecer la maduracion intestinal, se dificulta el paso

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 82



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS .

de alérgenos alimentarios. En este sentido, diferentes estudios sugieren que el menor riesgo de
padecer este tipo de reacciones alérgicas en nifilos amamantados podria explicarse, al menos
parcialmente, por la mayor concentracion de espermina y espermidina en la leche humana,

comparada con las formulas infantiles disponibles en el mercado (Dandrifosse y col., 2000).

Destaca el hecho de que la leche de cabra, a diferencia de las otras leches, contiene solo
cantidades trazas del acido orotico, el cual se ha asociado con el sindrome del higado graso
(American Dairy Goat Association, 2004). El acido ordtico es un producto intermedio de la
biosintesis de los nucleétidos de pirimidina, y en la leche de vaca se encuentra en cantidades de
73 mg/L (Belitz y Grosch, 1997). Muy bajas cantidades de fosfatasas alcalinas y acido N-
acetilneuraminico son muy caracteristicas en la leche de cabra (Haenlein, 2007). No obstante
por su bajo nivel, la fosfatasa alcalina de la leche de cabra, puede emplearse como un parametro

adecuado para evaluar la calidad del proceso de pasteurizacion (Chacon, 2005).

La leche de cabra no se relaciona con la controvertida hormona del crecimiento Bovino
conocida como rBGH o BST. Actualmente existen posiciones encontradas sobre el efecto de
esta hormona en vacas inyectadas con el objetivo de mejorar el rendimiento lechero. Algunas
fuentes afirman mientras que otras desmienten que se genera un marcado incremento del Factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) en la leche de vacas tratadas con rBGH, y que estos
niveles anormales pueden estar asociados con varios tipos de cancer en seres humanos (Chacon,

2005).

A la leche de cabra se le atribuyen propiedades anticancerigenas dado su contenido de
Coenzima Q y de acido linolénico conjugado. Ademas se le considera util para combatir
problemas sexuales y la dispepsia en la mujer embarazada (Chacon, 2005).

2.6. RESECCION INTESTINAL
2.6.1. Introduccion

La pérdida anatémica o funcional de una parte del intestino delgado da lugar a graves

alteraciones metabdlicas y nutricionales debidas a la reduccion de la superficie absortiva

intestinal efectiva (Rodriguez y Canovas, 2004). Se establece que un paciente tiene un

intestino corto (IC) cuando existe una longitud insuficiente de intestino funcionante para
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permitir una absorcion adecuada, de modo que son necesarios suplementos de macronutrientes

y/o agua y electrolitos para mantener la salud y/o crecimiento (Nightingale, 2001).

2.6.2. Sindrome de intestino corto

La longitud “normal” del intestino delgado (ID) en el ser humano es de 300 a 850 cm.
El duodeno ocupa los primeros 25-30 cm, el yeyuno 160-200 cm, y el resto es ileon
(Jeejeebhoy KN, 2002). Cuando se produce una pérdida masiva de su longitud, mayor del 70-
75% (Sundaram y col., 2002; Sturm y col.,1997), o la longitud del intestino remanente es menor
de 200 cm (Buchman y col., 2003; Wilmore, 2003) se considera que existe un sindrome de
intestino corto (SIC). Sin embargo, aunque la evidencia sugiere que estos pacientes con menos
de 200 cm de ID desarrollaran con alta probabilidad un fallo intestinal, la absorcion no depende
solo de la longitud del intestino residual sino que existen otros factores, como la calidad del
intestino remanente, la presencia o no de colon, valvula ileocecal y la capacidad de adaptacion

del intestino remanente.

Las repercusiones digestivas y metabodlicas asociadas al SIC también estan en funcién
de la zona de intestino delgado afectada por la reseccion o la alteracion funcional (Jeejeebhoy,
2002). La mayor parte de la absorcion de carbohidratos, proteinas y minerales tiene lugar en el
duodeno y yeyuno, mientras que el ileon es responsable de la absorcion de grasas y vitaminas
liposolubles. El yeyuno tiene vellosidades mas altas, criptas mas profundas y mayor actividad
enzimatica que el ileon, por lo que en condiciones normales un 90% de la digestion y absorcion

de macro y micronutrientes tendra lugar en los primeros 100-150 ¢cm de yeyuno.

La reseccion ileal ocasionard pérdidas de fluidos y electrolitos. Ademas, se afectara la
absorcion de vitamina Bi,, ya que sus receptores no son reemplazados en el yeyuno ni en el
colon. Si la reseccidn es superior a 100 cm, no podran absorberse las sales biliares, lo que dara
lugar no sélo a una deficiencia de sales biliares y malabsorcion de grasas y vitaminas
liposolubles por la disrupcion en la circulacion enterohepatica, sino también a una diarrea
secretora ocasionada por la llegada al colon de sales biliares no absorbidas. La malabsorcion de
grasa resultante puede contribuir a la hiperabsorcion de oxalato, lo que conlleva hiperoxaluria y
posible formacion de litiasis renal, Por tanto, el pronostico de la reseccion yeyunal serd, en

principio, mejor que el de la ileal.
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La valvula ileocecal es la principal barrera al reflujo de material colénico desde el colon
al ID y también ayuda a regular la salida de fluidos y nutrientes del ileon al colon. Si esta
preservada la valvula ileocecal, el transito intestinal se enlentece, dando mas tiempo para la

absorcion.

2.6.3. Adaptacion intestinal tras la reseccion

La adaptacion intestinal es el mecanismo que trata de restablecer la absorcion intestinal
de macronutrientes, minerales y agua (Nightingale, 2001). Los factores determinantes en este
proceso de adaptacion funcional son: la presencia o ausencia de colon y valvula ileocecal, la
longitud del intestino remanente, la salud de ese intestino remante o la edad del paciente. Hay
dos tipos de adaptacion intestinal, la adaptacion estructural del intestino remanente supone un
aumento en diametro y en altura de las vellosidades intestinales, lo que incrementa la superficie
absortiva (Bines y col., 2002), asi como un incremento en la circunferencia de la luz intestinal y
en el grosor de la pared. La adaptacion funcional se caracteriza por un incremento en la tasa de
absorcion de nutrientes, como resultado de los cambios estructurales, el enlentecimiento del
transito y/o alteraciones en eventos moleculares intracelulares, como un aumento en el
transporte y/o la actividad enzimatica. Mientras que la adaptacion yeyunal es solo funcional, la
ileal lo es en estructura y funcion (Thompson y Ferguson, 2000). El ileon tiene vellosidades mas
cortas y menor superficie de absorcion que el yeyuno en condiciones normales, sin embargo, es

capaz de adaptarse a una reseccion yeyunal con un significativo incremento en longitud.

La adaptacion intestinal también puede ser estimulada por las secreciones y por las
hormonas gastrointestinales (Pauley-Hunter y Vanderhoof, 2014).El péptido similar al
glucagon-2 (GLP-2) es una hormona enterotrofica, antisecretora y moduladora del transito
intestinal actualmente considerada como el principal estimulo hormonal para la adaptacién
intestinal (Jeppesen y col., 2001; Jeppesen 2002). Es secretada por las células L en ileon
terminal y colon en respuesta a la ingesta. En pacientes con SIC y colon preservado, las
concentraciones de GLP-2 estan elevadas (Jeppesen y col., 2000). Otras hormonas que pueden
contribuir al proceso de adaptacion son enteroglucagon, hormona de crecimiento,

colecistoquinina, gastrina, neurotensina, insulina (Sukhotnik y col., 2005), leptina etc.

El proceso de adaptacion se inicia tras la reseccion intestinal y puede continuar durante

2 afios (Gouttebel y col, 1989). Dado que la nutricion oral estimula la adaptacion intestinal es
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importante iniciar la alimentaciéon con dieta oral o enteral tan pronto como sea posible tras la

reseccion (Buchman, 2006).
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3. MATERIAL Y METODO

Se ha estudiado la utilizacion digestiva de la grasa y la utilizacion nutritiva de
Fe, Cu, Zn de dietas elaboradas con leche de vaca o cabra en comparacion con una dieta
estandar recomendada por el Instituto Americano de Nutricién (1993) en sindrome de
malabsorcion intestinal provocado por una reseccion del 50% de intestino delgado

distal.

Dieta E: Dieta estandar, preparada al 10% de grasa (aceite de oliva) y 20% de proteina
(caseina y DL-metionina).

Dieta V: Constituida fundamentalmente por leche de vaca. Preparada al 10% de
grasa(procedente de leche de vaca) y 20% de proteina (procedente de leche de vaca,
caseina y DL-metionina).

Dieta C: Constituida fundamentalmente por leche de cabra. Preparada al 10% de grasa
(procedente de la leche de cabra) y 20% de proteina (procedente de la leche de cabra,

caseina y DL-metionina).

3.1.DISENO EXPERIMENTAL

Se han utilizado 69 ratas macho adultas raza Wistar albina, de peso medio

inicial 177+3 gramos, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la

Universidad de Granada, distribuidas en 6 experimentos.

EXPERIMENTO I

Dieta: ET

Técnica: Biolodgica de Thomas-Mitchell

Duracion: 1 mes de adaptacion a la dieta y 7 dias de periodo principal.

Animales: 11 ratas macho adultas de raza Wistar albina, transectadas (controles).
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Analisis: Determinacion de grasa en dieta y heces y Fe, Cuy Zn en dieta, orina, heces y
rifiones, higado, testiculos, musculo longissimus dorsi, fémur, esternon, corazon, bazo,

cerebro.

EXPERIMENTO II

Dieta: ER

Técnica: Biologica de Thomas-Mitchell

Animales: 13 ratas macho adultas de raza Wistar albina con reseccion del 50 % del
intestino delgado distal.

Andlisis: Determinacion de grasa en dieta y heces y Fe, Cuy Zn en dieta, orina, heces y
rifiones, higado, testiculos, musculo longissimus dorsi, fémur, esternon, corazon, bazo,

cerebro.

EXPERIMENTO III

Dieta: VT

Técnica: Bioldgica de Thomas-Mitchell

Duracion: | mes de adaptacion a la dieta y 7 dias de periodo principal.

Animales: 10 ratas macho adultas de raza Wistar albina, transectadas (controles).
Analisis: Determinacion de grasa en dieta y heces y Fe, Cuy Zn en dieta, orina, heces y
rifiones, higado, testiculos, musculo longissimus dorsi, fémur, esternon, corazon, bazo,

cerebro.

EXPERIMENTO IV

Dieta: VR

Técnica: Biologica de Thomas-Mitchell

Duracion: 1 mes de adaptacion a la dieta y 7 dias de periodo principal

Animales: 11 ratas macho adultas de raza Wistar albina con reseccion del 50 % del
intestino delgado distal.

Andlisis: Determinacion de grasa en dieta y heces y Fe, Cuy Zn en dieta, orina, heces y
rifiones, higado, testiculos, musculo longissimus dorsi, fémur, esternon, corazén, bazo,

cerebro.
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EXPERIMENTO V

Dieta: CT

Técnica: Bioldgica de Thomas-Mitchell

Duracion: 1 mes de adaptacion a la dieta y 7 dias de periodo principal

Animales: 14 ratas macho adultas de raza Wistar albina, transectadas (controles).
Andlisis: Determinacion de grasa en dieta y heces y Fe, Cuy Zn en dieta, orina, heces y
rifiones, higado, testiculos, musculo longissimus dorsi, fémur, esternon, corazén, bazo,

cerebro.

EXPERIMENTO VI

Dieta: CR

Técnica: Biologica de Thomas-Mitchell

Duracion:1 mes de adaptacion a la dieta y 7 dias de periodo principal.

Animales: 10 ratas macho adultas de raza Wistar albina con reseccion del 50 % del
intestino delgado distal

Andlisis: Determinacion de Fe, Cu y Zn en higado, rifiones, testiculos, musculo
longissimus dorsi, fémur, esternon, corazon, bazo, cerebro, orina, heces y dieta.

Determinacion de grasa en heces y dieta.
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Figura 12. Disefio experimental del estudio
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3.2.DIETAS UTILIZADAS

En los experimentos I y I, se ha utilizado una dieta semisintética ajustada a la siguiente

composicion porcentual:

S.S.(%)
Proteina (caseina) 20,94
DL-metionina 0,30
Grasa (aceite de oliva) 11,22
Fibra (celulosa) 50,21
Corrector mineral 3,65
Corrector vitaminico 1,04
Cloruro de colina 0,20
Almidon 50,65
Sacarosa 10,00

En los experimentos III y IV se ha utilizado una dieta semisintética ajustada a la

siguiente composicion porcentual:
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S.S. (%)
Proteina (leche de vaca, caseina) 19,06
DL- metionina 0,30
Grasa (leche de vaca) 9,79
Fibra (celulosa) 4,03
Corrector mineral 3,53
Corrector vitaminico 1,01
Cloruro de colina 0,20
Almidon 42,10
Sacarosa 10,68
Lactosa(leche de vaca) 13,10

En los experimentos V y VI se ha utilizado una dieta semisintética ajustada a la

siguiente composicion porcentual:

S.S. (%)
Proteina (leche de cabra, caseina) 19,39
DL-metionina 0,30
Grasa (leche de cabra) 9,21
Fibra (celulosa) 4,59
Corrector mineral 3,56
Corrector vitaminico 1,02
Cloruro de colina 0,20
Almidon 44,82
Sacarosa 10,54
Lactosa (leche de cabra) 8,50

Los correctores vitaminico y mineral fueron elaborados segun las recomendaciones del

Instituto Americano de Nutricion (AIN, 1993).
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U.L g/kg de corrector

Clorhidrato de tiamina 0,6000

Riboflavina 0,6000

Clorhidrato de piridoxina 0,7000

Acido nicotinico 3,0000

Pantotenato calcico 1,6000

Acido folico 0,2000

Biotina 0,0200

Cianocobalamina 0,0025

Vitamina A (acetato de retinol) 4000

Vitamina Ds (colecalciferoles) 1000

Vitamina E (tocoferoles) 75

Vitamina K (menadiona) 0,0050

Sacarosa finamente dividida hasta 1000
Comstormienl ]

g/Kg de corrector
Dieta E Dieta V Dieta C

Fosfato calcico dibasico 500 202,45 373
Cloruro so6dico 74 74 74
Citrato potasico monohidratado 220 220 220
Sulfato potasico 52 52 52
Oxido de magnesio 24 13 11,75
Carbonato de manganeso (43%-48% de Mn) 3,5 3,5 3,5
Citrato férrico (16%-17% de Fe) 6 5,70 5,65
Carbonato de cinc (70% de 6xido de Zn) 1,6 1,11 1,2
Carbonato ctprico (53%-SS % de Cu) 0,3 0,28 0,25
Ioduro potasico 0,01 0,01 0,01
Selenito sodico pentahidratado 0,01 0,01 0,01
Sulfato de cromo y potasio dodecahidratado 0,55 0,55 0.55
Sacarosa 118,03 427,39 258,07
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La cantidad de Fe,Cu y Zn recomendada por el Instituto Americano de Nutricion
(AIN, 1993) es la siguiente:
Fe: 35mg/Kg de dieta.
Cu: 6mg/Kg de dieta.
Zn: 30mg/Kg de dieta.

Requerimientos de Fe, Cu y Zn en ratas adultas (AIN, 1993):
Fe: 45mg/Kg de dieta.
Cu: 6mg/Kg de dieta.
Zn: 35mg/Kg de dieta.

Cada una de las dietas ensayadas ha sido elaborada con un corrector mineral
especifico. La dieta E se ha elaborado segin las recomendaciones del Instituto
Americano de Nutricion (Reeves y col.,1993) y en las dietas V (con leche de vaca) y C
(con leche de cabra)para elaborar los correctores minerales se ha tenido en cuenta el

contenido mineral que aporta la leche en cada caso.

En el andlisis de las tres dietas ensayadas se ha obtenido la siguiente

composicion en Fe, Cuy Zn:

Fe 31,15 30,02 30,03
Cu 5,19 5,09 5,33
Zn 34,41 30,96 31,52
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Composicion en acidos grasos de las distintas fuentes grasas empleadas (Alférez y

col.;2001)

C4:0 3,67 2,46
C6:0 2,89 4,11
C8:0 1,27 4,25
C10:0 2,55 11,37
C12:0 2,58 4,51
C14:0 8,73 9,34
Cl4:1 0,96 0,52
C16:0 11,32 28,63 24,17
Cle:1 0,95 1,52 0,93
C17:0 0,64 0,81
C18:0 4,34 13,79 9,56
C18:1 74,12 26,99 22,1
C18:2 7,64 3,36 2,08
C18:3 0,61 1,42 0,78
C20:0 0,2 0,35
C20:2 0,22 0,16
C20:3 0,05 0,06
C20:4 0,23 0,15
C20:5 0,06 0,06
C22:0 0,09 0,13
C22:6 0,03 0,04
MCT 21,7 36,04
Acidos grasos saturados 16,02 65,68 71,88
Acidos grasos insaturados 83,98 34,86 26,86
Acidos grasos monoinsaturados 75,06 29,48 23,54
Acidos grasos poliinsaturados 8,25 5,38 3,32

3.3.INTERVENCION QUIRURGICA: RESECCION INTESTINAL

La técnica quirurgica de reseccidon intestinal fue descrita por Murillo y

col.(1978) y perfeccionada por Eastin y col. (1980) y Hartiti y col. (1995).
Después de haber mantenido los animales durante 24 horas en ayunas, se

anestesian con pentobarbital sodico (5 mg/100 g de peso corporal) via intraperitoneal.

Tras laparotomia media, se localiza el intestino delgado y se mide su longitud total
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desde el angulo duodeno-yeyunal hasta la valvula ileo-cecal. En nuestro caso la parte de

intestino a resecar es la mitad distal (reseccion del 50% de intestino delgado distal).

Antes de resecar se ligan cada uno de los vasos que irrigan la zona a eliminar,
preservando la vascularizacion del intestino remanente. Tras seccionar ambos extremos,
preservando la valvula ileocecal, se practica una anastomosis termino-terminal usando
hilo de seda 6-0 y aguja curva. Durante todo el proceso, y para evitar las adherencias, se
mantiene el intestino himedo con solucion salina al 0,9%. Una vez terminada la
anastomosis se coloca el intestino en la cavidad peritoneal y se procede a cerrar el plano
muscular con hilo de lino. La piel se cierra con aguja recta usando hilo de seda 2-0. Para
evitar el desarrollo de alguna infeccion durante la operacion (aproximadamente una

hora), se trata la herida con desinfectante local (Betadine®).

A las ratas transectadas, se les practico la misma operacion quirargica con la
diferencia de no haberle extirpado segmento intestinal alguno, Unicamente se les
secciona el segmento intestinal para realizar la anastomosis en idénticas condiciones a

las que han sido descritasanteriormente.

3.4 POSTOPERATORIO Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Después de la operacion quirurgica, los animales se mantienen en jaulas
individuales de metabolismo ideadas por Schiller, que permiten un perfecto control de
alimento y separacion de heces y orina. Dichas células estan alojadas en una camara
termorregulada a 22 + 2°C, convenientemente ventilada y con fotoperiodo controlado de
12 horas. Durante las 24 horas siguientes las ratas toman solo solucion glucosada al 5%.
A continuaciéon son alimentadas “ad libitum” vigilando durante este periodo la
recuperacion postoperatoria de los animales y la presencia o no de heces diarreicas.

Considerando que una ingesta normal es signo de recuperacion (Barrionuevo y Campos

1980).

En todos los experimentos, el periodo de adaptacion es de un mes, mientras que

el periodo principal tiene una duracion de 7 dias.
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En todos los experimentos se determinan: ingesta de alimento, peso de los
animales, eliminacion fecal, absorcion absoluta, coeficiente de digestibilidad,
eliminacion urinaria y retencion absoluta (balance) de Fe, Cu y Zn. Asimismo, se
determinan los niveles de Fe, Cu y Zn en diferentes organos implicados en su
hoemostasis (bazo, cerebro, corazon, esternon, fémur, higado, mtsculo longissimus

dorsi, rifiones y testiculos).

A lo largo de todo el periodo principal, la orina se recoge sobre una solucion
acida de HCI, el volumen total recogido durante los 7 dias de dicho periodo se conserva
en frigorifico para posteriores analisis. Las heces se guardan en el congelador a — 40°C

para su posterior analisis.

Al final del periodo experimental, los animales son anestesiados via
intraperitoneal con pentobarbital sédico (5 mg/100 g peso corporal) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) y se procede a disecarel conducto biliar comun en el que se realiza
unaincision en pico de flauta, a 5-10 mm de su desembocadura en el duodeno,
insertando unacanula depolivinilo (PE-10) para el drenaje de bilis. La recogida de
muestras de bilis se prolonga durante 30 minutos en viales previamente tarados,
determinando el flujo biliarpor diferencia de pesada al ser la densidad de la bilis
aproximadamente igual a 1. Una vez recogida la muestra de bilis los animales se
sacrifican por canulacion de la aorta abdominal y se procede a la obtencion de sangre
que se centrifuga para obtener el suero (2500 rpm durante 10 minutos), y se conserva

congelado (- 40°C) hasta un posterior analisis.
Una vez sacrificados los animales, se les extirpan bazo, cerebro, corazon,

esternon, fémur, higado, musculo “longissimus dorsi”, rifiones y testiculos que se

conservan congelados (- 40°C) hasta su posterior analisis.
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3.5. INDICES BIOLOGICOS

La metodica utilizada en el calculo de los diferentes indices empleados es la siguiente:

Coeficiente de digestibilidad aparente (C.D.A.):

C.D.A= A/I=(I-F)1x 100

A=1-F

Retenido (R) o balance:

R =1-(F+U)

Relacion retencion frente a ingesta (R/I):

% R/I = I — (F+U)/I x100

Las siglas empleadas en estas formulas son las indicadas por la FAO/OMS (1966):

A = Absorbido

I = Ingerido

F = Excrecion fecal

U = Excrecion urinaria

B = Balance
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3.6. TECNICAS ANALITICAS

3.6.1.Materia seca

Determinada como la parte de la sustancia que no desaparece al someter la

muestra a una temperatura de 105+2°C, hasta que alcance un peso constante.

3.6.2. Grasa

Determinacion de grasa

La presencia de cantidades importantes de compuestos solubles en agua, tales
como carbohidratos, urea, 4cido lactico, glicerol y otros pueden interferir con la
extraccion de grasa; si estan presentes, extraer 2 gramos de la muestra en un filtro de
pliegues colocado en un embudo con 5 porciones de 20ml de agua. Secar a estufa a

10°C.

Extraer en soxhlet la muestra desecada colocada en un cartucho de papel de
filtro, con éter de petrdleo. El tiempo de extraccion puede variar desde 4 horas a
velocidades de conduccion de 5 a 6 gotas/segundo a 16 horas a 2-3 gotas/segundo.
Desecar el extracto, situado en matraz seco previamente tratado, durante al menos 1

hora a 105°C. Enfriar en desecador y finalmente pesar.

% extracto etéreo = (P - P") x 100/ A

P = Peso del matraz con el extracto seco, g
P’= Peso del matraz vacio y seco, g

A =Peso de la muestra, g
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Acidograma

El perfil de acidos grasos se determindé en muestras de leche liofilizada
sometidas a un proceso de extraccion y esterificacion con hexano y una mezcla de
metanol/acetil cloruro (10:1 v/v), segun la metodologia propuesta por Sukhija y
Palmquist (1988). El estandar interno usado fue acido nonadecaenoico (C19:0). La
muestra se mantiene en bafio a 70°C con agitacion continua durante 1 hora vy,
posteriormente, se adicionan 2 ml de hexano y 4 ml de carbonato potésico al 6% y se
centrifuga a 3500 rpm durante 10 min. A continuacidn, se traspasa la fase orgénica a
otro tubo y se afnade, aproximadamente, 1 g de sulfato sodico anhidro y, tras breve
reposo, se centrifuga a 3500 rpm durante 10 min. Finalmente, el sobrenadante se

traspasa a un vial para su posterior inyeccion en el cromatdgrafo.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron separados en un cromatografo
de gases Perkin Elmer Autosystem (Perkin-Elmer Corp., Norwalk CT) provisto de
una columna capilar S-2560 (100 m x 0.25 mm de didmetro interno x 0.2 um) (Supelco
Bellefonte, PA) equipado con detector ionizador de llama (FID). La temperatura fue
programada de 150-185°C a 5°C/min manteniéndose durante 30 min y después de 185-
230, 5°C/min durante 26 min. El gas portador fue el nitrégeno y las temperaturas de
inyeccion y deteccion fueron de 250 y 275°C respectivamente. Los picos individuales
de los acidos grasos fueron determinados usando estindares de los ésteres metilicos
puros (Supelco Bellefonte, PA). Los estandares para los isdémeros del acido linoleico
conjugado fueron proporcionados por Matreya Inc., PA. Las éreas de los picos
individuales de los &cidos grasos fueron corregidos usando un estandar de aceite de
mantequilla (CRM 146; Commission of de European Community, Bureau of

References, Brusells. Belgium).

3.6.3.Minerales totales

Se determinan por mineralizacion total de la muestra por via himeda de un gramo
de muestra (en el caso de la dieta y heces) o del 6rgano completo. La muestra se coloca en

un vaso de precipitado, se afiaden 10-12 ml de acido nitrico concentrado (riqueza del 69%)
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y se tapa con un vidrio de reloj. Se coloca en un bafio de arena (Selecta, Barcelona,
Espafia) a una temperatura de 70-80°Cy se espera la aparicion de vapores
rojizos/anaranjados de oxido nitrico. Se anaden 2mL de nitrico a la muestra, tantas veces
como sea necesario hasta la aparicion de vapores blanquecinos. En este momento se
comienza a afiadir 10ml de mezcla nitrico/perclorico (4:1, v/v) en alicuotas de 2 ml cada
vez, hasta completar la mineralizacion. Una vez finalizada la mineralizacion, se deja
enfriar, se filtra en papel Whatman del n° 41 (libre de cenizas), y se enrasa hasta un
volumen final de 25 ml en un matraz aforado. Como resultado final obtenemos una

solucion transparente que emplearemos en la posterior determinacion de minerales.

Las concentraciones de Fe, Cu y Zn de la dieta, heces, orina, rifiones, higado,
testiculos, musculo (longissimus dorsi), fémur, bazo, corazén, esternon, bazo, cerebro, se
determinan por espectrofotometria de absorcion atomica (Perkin Elmer 1100B, Norwalk,
USA) a partir de una muestra adecuada, previamente mineralizada por via himeda y
diluida convenientemente, comparandose frente a una serie de patrones de concentracion
conocida. En la espectroscopia atomica se consigue que los d&tomos individuales de una

especie interactien con la radiacion electromagnética.

3.6.4. Determinacion de acidos biliares totales, colesterol total y fosfolipidos en bilis

e indice de litogenicidad

El volumen de bilis fué determinado gravimétricamente, asumiendo una densidad de 1.0

g/ml, y el flujo de bilis se expresé como microlitros por gramos de higado.

3.6.4.1. Acidos biliares totales

Se han determinado enzimaticamente seguin el método de Talalay (1960), usando 3a-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (Sigma).

3.6.4.2. Colesterol total

Se ha determinado segiin el método CHOD-PAD. (Spinreact, Girona, Spain) (Deeg y
Ziegenhorn, 1983).
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3.6.4.3. Fosfolipidos

Se determinan segun el método de Trinder-CHO. (Spinreact, Girona, Spain) (Takeyama

y col., 1977).

3.6.4.4. Indice de litogenicidad

El indice de litogenicidad (indice de saturacion de colesterol) de la bilis se ha
determinado mediante la relacion molar entre colesterol, fosfolipidos y acidos biliares y
concentracion de lipidos totales. El indice de litogenicidad fue calculado a partir del
cociente entre el porcentaje de colesterol molar en la muestra dividido por el porcentaje
de colesterol molar a saturacion; este tltimo valor fue calculado con la siguiente funcion
polindémica de tercer grado (Thomas y Hofmann, 1973):

Porcentaje de colesterol molar a saturacion = 3.082 — 0.804x + 117.05x> — 204.94x’,
donde x es la concentracion de fosfolipidos dividido por la suma de las concentraciones

de acidas biliares + fosfolipidos, expresado en moles por litro.

3.6.5.Determinaciones bioquimicas en suero

3.6.5.1. Triglicéridos

Triglicérido GPO-PAP. Test enzimatico colorimétrico. Boehringer Mannhein GmbH

Diagnostica.

3.6.5.2. Colesterol

Peridochrom Colesterol. Método CHOD-PAP. Test color enzimatico, determinado en

suero a 546 nm. Boehringer Mannheim GmbH Diagnostica.

3.6.5.3. Colesterol-HDL

Monotest COLESTEROL. Método CHOD-PAP. Boehringer Mannhein GmbH

Diagnostica.
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3.6.5.4. GOT/ASAT

Monotest AST/AST/GOT segun IFCC. Test UV. Boehringer Mannhein GmbH

Diagnostica.

3.6.5.5. GPT/ALAT

Monotest AST/AST/GPT segin IFCC. Test UV. Boehringer Mannhein GmbH

Diagnostica.

3.7. CONTROL DE CALIDAD

Dada la importancia de una exacta determinacion de los distintos parametros
estudiados se ha llevado a cabo un control de calidad de estas determinaciones. Este
control incluye el andlisis de un conjunto de patrones primarios y muestras problemas. Los
estandar primarios son de dos tipos: propios de cada determinacion y sueros controles
liofilizados (BCR certified reference material CRM 063R; Community Bureau of
Reference, Brussels, Belgium). Los valores derivados del andlisis de este material de

referencia son:

- Fe: 2.23 £ 0.29 pg/g (valor certificado: 2.32 £ 0.23 pg/g).
- Cu: 180 + 4 pg/g (valor certificado: 187 + 3 pg/g).
- Zn: 139 + 2 mg/kg (valor certificado: 143 + 4mg/kg).

En nuestro caso, tanto la desviacion estandar de la media de los patrones primarios

entre ellos, como en relacion con las muestras problema no fueron significativos en ningiin

caso a lo largo de todo el tiempo de experimentacion en que se ha realizado el trabajo.
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3.8.TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se ha calculado el valor medio (x )y el error estandar de la media (E.E.M) para cada

parametro estudiado.

EEM= g,/

Para comparar entre grupos de animales alimentados con la misma dieta (transectados

frente a resecados), se utilizo el test de la “t de Student” para muestras independientes.

Para determinar los efectos de la reseccion intestinal y tipo de dieta se ha realizado el
analisis de la varianza (One-Way ANOVA) con un test “post hoc” de Bonferroni para
conocer las diferencias entre grupos. Se consideran significativas las diferencias de
valor de p<0,05. Todos los andlisis se han efectuado con el paquete estadistico

“Statistical Package for Social Sciences” (SPSS, version 18.0, 2010).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ingesta y cambios ponderales

La ingesta de alimento no mostré diferencias significativas entre animales
controles (transectados) y con reseccion intestinal, para cada una de las dietas
ensayadas. En ambos grupos de animales, controles y resecados, la ingesta de alimento
fue significativamente menor para la dieta elaborada con leche de cabra en comparacion
con la de leche de vaca (P<0.01) y la dieta estandar (P<0.05). A su vez, la ingesta de la
dieta estandar fue menor que la dieta con leche de vaca (P<0.05). La ingesta de
alimento esta influenciada por la calidad lipidica de la dieta, la leche de cabra tiene un
alto contenido de MCT y estos son mas rapidamente metabolizables para producir
energia comparados con los LCT, los animales ajustan la ingesta de alimento de
acuerdo a una mas rapida y facil disponibilidad energética. Ademas, dadas las
especiales caracteristicas organolépticas de la leche de cabra, la cual tiene un intenso
olor y fuerte sabor asi como ligero sabor salado, podria explicar la menor ingesta (Tabla

I; Fig.1a).

En relacion a la ganancia de peso, fue similar para todos los grupos de animales
del estudio, a pesar de las diferentes ingestas independientemente del tipo de dieta; por
tanto, los animales que consumen la dieta basada en leche de cabra presentan una
ganancia de peso similar a la de los otros animales, aunque la cantidad de alimento
consumido sea menor (Tabla I; Fig.1b), lo que podria explicarse por la disponibilidad de
energia proporcionada por cada dieta (Alférez y col. 1990). Segin Tappenden y col.
(1997), los acidos grasos de cadena corta favorecen la adaptacion del intestino
remanente después de una reseccion, debido, al menos en parte, al incremento de la
cantidad de otros nutrientes transportados a través de la membrana basolateral. Es
posible que los acidos grasos de cadena media, los cuales son absorbidos dentro de las
células intestinales sin reesterificacion y entrando a la circulacion portal directamente,
tengan el mismo efecto sobre la adaptacion intestinal. Por lo tanto, no sélo se ha
favorecido la obtencidén de energia directamente por la presencia de MCT en la dieta
sino que también podria aumentar como consecuencia de la mayor absorcion de los

demads nutrientes presentes en la dieta. A fin de que los 4cidos grasos entren en la
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mitocondria y puedan ser oxidados, se requiere la presencia de carnitina, y esta se
encuentra en la leche de cabra en grandes cantidades (136 pmol/l) (Sandor y col. 1982,
Penn y col. 1987). Aunque los MCT no necesitan carnitina para entrar en la
mitocondria, y por tanto su B-oxidacion es mas rapida que la de los LCT (Bach y
Babayan, 1985), el alto contenido en carnitina de la leche de cabra favorece la
obtencion de energia de otras grasas presentes en la dieta. Una consecuencia de esto es
que aunque las tres dietas tienen el mismo contenido calérico, la ingesta es inferior
cuando se proporciona la dieta de leche de cabra, sin embargo, la ganancia de peso es

similar a las otras dos dietas.

4.2. Utilizacion digestiva de la grasa

La reseccion intestinal, en general, afecto la utilizacion digestiva de la grasa para
todas las dietas pero solo fue estadisticamente significativo para la dieta con leche de
vaca en la que la utilizacion digestiva de la grasa fue menor en ratas con reseccion
intestinal que en las controles (transectadas) (P<0.01).La menor absorcién de grasa en
ratas con reseccion intestinal, para las tres dietas experimentales ensayadas, es el
resultado de una disminucién en la superficie de absorcion y de un incremento en la
velocidad del transito intestinal, lo cual conduce a una reduccion del tiempo de contacto
de la grasa con la mucosa intestinal. Estos resultados estan de acuerdo con los hallazgos
de otros autores (Barrionuevo y Campos, 1980; Coves y col. 1988; Tappenden y col.

1997).

En ambos grupos de animales (transectados y resecados) alimentados con dieta
estandar, cuya fuente grasa es aceite de oliva, el CDA de la grasa fue mayor que para las
dietas basadas en lechede vaca (P<0.01) y cabra (P<0.05) y mayor para la leche de
cabra que para la leche de vaca (P<0.05) (CDA de grasa: E>C>V). (Tabla II; Fig.2).

La proporcion de grasa (10%), incluida en la dieta estandar (aceite de oliva)
mejora la utilizacion digestiva de este nutriente en ambos grupos de animales,
especialmente en ratas transectadas comparadas con los resultados obtenidos por Coves
y col. (1991a) con un menor contenido de grasa (4%).Es de destacar, que aunque la

superficie absortiva estd disminuida tras la reseccion de la mitad del intestino delgado
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distal, el mayor contenido de grasa en la dieta (10%) no condujo a mayores pérdidas
fecales con respecto a las ratas resecadas alimentadas con la dieta de aceite de oliva
(4%) y la absorcion fue claramente mejorada. El intestino remanente, dada su alta
capacidad de adaptacion, es capaz de mejorar la utilizacion digestiva de la grasa cuando
la proporcion en la dieta es mas del doble. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Alférez y col. (1990), que observaron que a pesar de un alto nivel de grasa en la
dieta (14,5%) se favorece la absorcion de la grasa. Este efecto también se observa en
animales resecados, lo que pone de manifiesto el alto grado de adaptabilidad de las ratas
en situaciones de malabsorcion (Warner y col., 1997). La comparacion de la utilizacion
digestiva del aceite de oliva (grasa vegetal) con los otros dos tipos de grasa animal
utilizados (procedente de leche de cabra o vaca) revela que en las ratas transectadas y
resecadas, la utilizacién es mayor cuando la fuente grasa de la dieta es aceite de oliva,
debido a su alto nivel de digestibilidad, observaciones que también han sido

confirmadas por otros autores (Coves y col., 1991b).

En relacion a la utilizacion digestiva de la grasa (CDA) la leche de cabra tiene
efectos beneficiososen animales transectados y especialmente en aquellos que
presentan sindrome de malabsorcion. Esto puede ser debido a que la leche de cabra
mejora la utilizacion digestiva y al reducir la eliminacion fecal de los nutrientes
(caracteristico de este tipo de sindromes). La grasa de la leche de cabra es mas
digestible que la de la leche de vaca dado que los globulos de grasa de la leche de cabra
son de menor tamafio y proporcionan una mayor superficie de accion de las lipasas
favoreciendo la digestion en el hombre (Zervas y Tsiplakou, 2013). Ademas de la
diferencia de tamaio, los globulos de grasa de la leche de cabra estan mejor distribuidos
en la emulsion lactea que los de la leche bovina y estos pequefios globulos de grasa se

dispersan mejor, presentando asi una homogenizacion natural.

Los principales acidos grasos de cadena corta, caproico (C6:0), caprilico (C8:0)
y caprico (C10:0), corresponden con el 15-18% de los acidos grasos de la leche de
cabra, mientras que en la leche de vaca solo representan el 5-9% (Chilliard y col.,
2006). La alta digestibilidad de la grasa de la dieta con leche de cabra también puede ser
debida, por tanto, al alto contenido en acidos grasos de cadena corta y media de este

tipo de leche con respecto a la de vaca.
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De todo lo dicho anteriormente concluimos que la utilizacion digestiva de la
grasa de la leche de cabra no s6lo es mucho mayor que la de la leche de vaca sino que
se aproxima al CDA del aceite de oliva, en ambos grupos de animales transectados y

resecados.

4.3. Parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo lipidico y hepatico

Los niveles séricos de triglicéridos no se afectan por la reseccion intestinal para
los tres tipos de dieta ensayados, siendo similar al de sus controles (transectados), a
pesar de que el CDA de la grasa es menor en animales con reseccion intestinal. Estos
resultados pueden ser debidos a que, en términos absolutos, la absorcion de grasa es
semejante en ambos grupos de animales y por lo tanto el nivel de triglicéridos debera
ser también del mismo orden. Al suministrar la dieta elaborada con leche de vaca los
animales, tanto transectados como resecados, presentan mayores niveles de triglicéridos
en suero respecto a los que consumen la dieta estandar (aceite de oliva) y la dieta de
leche de cabra cuyos valores son similares (P<0.01) (Tabla III Fig.3a). Estos resultados
podrian ser debido al favorable perfil de 4acidos grasos de la leche de cabra respecto a la
de vaca, con un contenido ligeramente mayor de acidos grasos mono y poliinsaturados

(Haenlein, 2001).

Por otra parte, el mayor contenido en enzimas y minerales antioxidantes de la
leche de cabra (Debski y col., 1987; Alférez y col., 2003) podria contribuir a la
modificacion de los lipidos plasmaticos. Gorinstein y col. (2002) encontraron que el
aceite de oliva tiene un efecto positivo sobre el perfil lipidico debido, en parte, a su alto

potencial antioxidante.

Los niveles séricos de colesterol en animales transectados alimentados con dieta
estandar (10% aceite de oliva) son del mismo orden que los encontrados por otros
autores (Coves y col. 1991a; Lisbona y col., 1999) con un nivel de grasa en la dieta de
un 4% y 5% respectivamente. Esto indica que para niveles mayores de grasa en la dieta

la utilizacién del aceite de oliva no afecta los niveles séricos de colesterol en ratas.
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En animales con reseccion intestinal alimentados con dieta estandar (aceite de
oliva) los niveles séricos de colesterol son menores que en los animales controles
(P<0.05), esto coincide con las investigaciones de Coves y col. (1991a). Este descenso
en los niveles séricos de colesterol podria ser consecuencia de que en los animales
resecados la circulacion enterohepatica de sales biliares se encuentra interrumpida en
gran medida y por tanto, el colesterol sintetizado "de novo™ sera dirigido a la biosintesis

de 4cidos biliares (Turkey y Dietschy, 1981, 1982; Gomez-Ayala y col., 1994).

En cambio, en ratas alimentadas con dietas elaboradas a base de leche (vaca o
cabra), los niveles séricos de colesterol fueron similares para los dos grupos de
animales, lo cual puede ser debido al colesterol suministrado por la leche. Por tanto,
aunque en animales resecados el colesterol enddgeno descienda por derivacion hacia la
sintesis de sales biliares (Turkey y Dietschy, 1981,1982; Gomez-Ayala y col., 1994)
hay una entrada de colesterol exdgeno procedente la dieta que podria compensar ese

descenso de colesterol en ratas con reseccion intestinal.

En los animales controles, los niveles séricos de colesterol fueron similares para
la dieta estandar y la dieta de leche de vaca, y significativamente menores en los
animales que recibieron leche de cabra (P<0.01). En ratas con reseccion intestinal, los
niveles mas bajos de colesterol se encontraron en los animales alimentados con dieta de
leche de cabra o dieta estandar en comparacién a la de vaca (P<0.05) (Tabla III; Fig.
3b).

El nivel de colesterol més bajo corresponde a los dos grupos de animales que
consumen la dieta basada en leche de cabra. Este descenso en los niveles séricos de
colesterol en los animales que consumen dieta a base de leche de cabra puede ser
debido, en parte a la menor ingesta y también al mayor contenido de MCT (36%) en
esta dieta comparado con la elaborada con leche de vaca (21%), ya que la presencia de
MCT en la dieta reduce la sintesis enddgena de colesterol y su absorcion intestinal (The

American Dietetic Association, 1992).
La sintesis endogena de colesterol a partir de Acetil-CoA, obtenido por la -

oxidacion de los MCT en la mitocondria se encuentra enlentecida al estar disminuida la

sintesis de la enzima clave en la sintesis de colesterol. Ademas, existe una menor
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absorcion de esteroles y por tanto de colesterol cuando los MCT estan incluidos en la
dieta, debido a la preferencia en la absorcion de los MCT frente a los LCT (Garcia

Unciti, 1996).

Los niveles séricos de colesterol-HDL no se modifican por la reseccion
intestinal y son similares a los de los animales controles para cada una de las dietas
ensayadas. Por otro lado, no se observaron diferencias en los niveles de HDL-colesterol
en animales transectados alimentados con los tres tipos de dieta. Si bien, en ratas con
reseccion intestinal que consumen la grasa de leche de cabra los niveles séricos de
colesterol-HDL son mayores que lo que consumen la grasa de leche de vaca (P<0.01) y
similar a los que consumen la dieta estandar (aceite de oliva) (Tabla III; Fig. 3¢)y segun
Thomsom y col. (1999), este tipo de grasa vegetal es beneficiosa para los humanos por

aumentar esta fraccion de colesterol.

Los niveles séricos de GOT son similares en animales transectados y resecados
alimentados con la dieta a base de leche de vaca y la dieta estandar, sin embargo, en la
dieta a base leche de cabra estos son menores en ratas con reseccion intestinal respecto a
sus controles (P<0.001). Los niveles séricos de GPT son similares en ratas transectadas
y resecadas alimentadas con dietas a base de leche y mayor en la ratas resecadas
alimentadas con dieta estandar con respecto a las ratas transectadas alimentadas con la
misma dieta (P<0.05). Al comparar las dietas con leche se observa que los animales
resecados alimentados con la dieta de leche de cabra es la que conduce a unos niveles
menores de GOT y GPT comparada con la dieta con leche de vaca. (P<0.01) (Tabla III;
Figs. 3d y 3e).

A pesar de las variaciones observadas en los niveles séricos de GOT y GPT para
las tres dietas ensayadas, en ambos grupos de animales (controles y resecados), los
valores séricos de estas enzimas se encontraron dentro de los limites normales descritos

en la bibliografia para la rata (Iffa Credo, 1988).
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4.4. Composicion biliar y parametros en bilis

El flujo de bilisy la concentracion y produccion de acidos biliares no presentan
diferencias significativas ni por efecto de la resecciébn ni por el tipo de dieta
suministrado. La concentracion y produccién biliar de colesterol son mayores en ratas
resecadas que en transectadas alimentadas con la dieta estandar (P<0.05) y similares
entre ambos grupos de animales para las dietas basadas en leche (Tabla IV; Figs.4a,4b,
4c) El contenido de colesterol en bilis y la producciéon de colesterol es
significativamente mayor en las ratas alimentadas con dieta basada en leche de cabra
con respecto a las que consumen dieta a base de leche de vaca y dieta estandar en ambos
grupos de animales (transectados y resecados) (P<0.01) (Tabla IV; Figs.4d y 4e). La
concentracion de fosfolipidos no se afecta por la reseccion intestinal para ninguna de las
tres dietas. Ademads, fue significativamente mayor para las ratas, transectadas y
resecadas, alimentadas con leche de vaca en comparacion con la dieta estdndar y dieta
elaborada con leche de cabra (P<0.001 y P<0.05 respectivamente)(Tabla IV; Fig.f). La
produccion de fosfolipidos, la produccion de acidos biliares y la relacion entre ambos
no esta afectada por la reseccion intestinal ni por las dietas ensayadas (Tabla IV;
Figs.4c,4g y 41). El indice de litogenicidad de la bilis no presenta diferencias por la
reseccion intestinal. En relacion al tipo de dieta, la elaborada con leche de vaca es la
que presenta mayor indice litogénico (P<0.05)(Tabla IV; Fig.4h). La relaciéon entre
produccion de colesterol biliar y produccion de acidos biliares mas fosfolipidos no esta
alterada por la reseccion intestinal y es significativamente menor en los animales
alimentados con dieta de leche de vaca que en los alimentados con dieta basada en leche

de cabra (P<0.001) y dieta estandar (P < 0.05) (Tabla IV; Fig. 4j).

La mayor concentracion y produccion biliar de colesterol en animales
transectados y resecados alimentados con dieta elaborada con leche de cabra, en
comparacion con la de vaca y la dieta estdndar, coincide con los menores niveles
séricos de colesterol. Bajo nuestras condiciones experimentales, el efecto
hipocolesterolémico observado en las ratas alimentadas con dieta a base de leche de
cabra es debido a que este tipo de leche contiene una grasa que induce cambios en el
transporte y metabolismo de colesterol en el higado dando lugar a una mayor derivacion

de colesterol plasmatico hacia la bilis (Smit y col., 1991). La grasa dietaria influye en el
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metabolismo lipidico (Feoli y col., 2003), la grasa de la leche de cabra tiene una mayor
contenido en acidos grasos monoinsaturados que la de vaca (Haenlein, 2001) y es
conocido que estos acidos grasos tienen un efecto hipocolesterolémico (Kris- Etherton y
Yu, 1997) debido a una excrecion mas rapida de colesterol dietario a través de la bilis
(Bravo y col., 1998). Ademas, el mayor contenido de MCT en la leche de cabra (36%)
en comparacion a la de vaca (21%), reduce la sintesis de colesterol endogeno y su
absorcion intestinal (Garcia Unciti, 1996;Villalon y col.,1987). La mayor concentracion
de colesterol en bilis junto con una menor secrecion de acidos biliares da lugar un
incremento en la saturacion de colesterol en bilis (Kesaniemi, 1996), lo que puede ser
medido mediante el indice de litogenicidad (Metzger y col., 1972). En nuestras
condiciones experimentales, el indice de litogenicidad fue ligeramente menor para la
dieta estandar (aceite de oliva) y la dieta elaborada con leche de cabra en comparacion
con la dieta de leche de vaca, si bien todos los valores se encuentran dentro del rango
normal reportado en la bibliografia (Bravo y col., 1998). Estos resultados muestran el
efecto beneficioso de la grasa de la leche de cabra, similar a la del aceite de oliva al

disminuir el riesgo de formacion de calculos biliares.

4.5. Utilizacion digestiva y metabolica de hierro

La utilizacién digestiva (CDA) y metabodlica (R/T) de Fe son menores en ratas
con reseccion del 50% de IDD que en animales controles (transectados)
independientemente del tipo de dieta suministrada (E, V o C) (P <0.001)(Tabla V;
Fig.5). La menor absorcion y retencion de Fe en animales con reseccion intestinal puede
ser causada por la reduccion de la superficie de absorcion, que conduce a un aumento en
los niveles de Fe procedente de la digestion en el lumen intestinal; por lo tanto, hay un
aumento en la competencia por sitios de uniéon a la proteina transportadora y asi una
disminucién de la absorcion del Fe y consecuentemente su retencion (Hartiti y col.,
1994), a pesar de que la reseccion intestinal es distal y el duodeno, segmento
preferencial para la absorcion de Fe, estd intacto (Conrad y Umbreit, 1993). Por otra
parte, segin Goémez-Ayala y col., (1998), mediante técnica de perfusion intestinal in
vivo el Fe se absorbe también en el segmento de yeyuno e ileon, tanto por transporte

activo como por difusion, y asi cuando se extirpa todo el ileon y gran parte del yeyuno,
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es logico que deba existir un pronunciado descenso en la absorcion del Fe en los

animales con reseccion del 50% de IDD.

El tipo de dieta suministrada afecta al aprovechamiento digestivo y metabdlico
del Fe. Al comparar las tres dietas ensayadas los animales controles y resecados
alimentados con la dieta a base de leche de cabra presentan un coeficiente de
digestibilidad aparente de Fe y un balance mayores que los alimentados con las otras
dos dietas (dieta estandar y dieta de leche de vaca) (P <0.01). El CDA y R/I de Fe
fueron mayores en los animales que consumen la dieta estandar respecto a los
alimentados con leche de vaca (P <0.05). (CDA y R/I de Fe: C> E >V) (Tabla V;
Fig.5).

Todas las dietas incluyen el mismo contenido en Fe, pero la calidad de la grasa
es diferente, y asi los mayores niveles de triglicéridos de cadena media (MCT)
contenidos en la leche de cabra (36%), en comparacion con el 21% de la leche de vaca 'y
el 0% de la dieta estandar, podrian influir en la mayor absorciéon de Fe, tanto en
animales resecados como en transectados. Los MCT en la dieta son rapidamente
absorbidos y metabolizados para obtener energia (Garcia Unciti, 1996) y por lo tanto
podria aumentar la sintesis de proteinas transportadoras y como consecuencia la
absorcion del Fe. Por otra parte, segiin Tappenden y col. (1997), los 4cidos grasos de
cadena corta favorecen la adaptacion intestinal después de la reseccion, probablemente
debido a la mayor cantidad de los otros nutrientes transportados a través la membrana
basolateral. Es posible que los acidos grasos de cadena media, que son absorbidos
dentro de las células intestinales sin reesterificacion, entrando directamente en la
circulacion portal, tengan el mismo efecto sobre la adaptacion intestinal. Por lo tanto, no
solo esta favorecida la obtencion de energia directamente por la presencia de MCT en la
dieta, sino que también podria aumentar como consecuencia de la mayor absorcion de
los demas nutrientes presentes en la dieta. Los efectos mas beneficiosos de la dieta de la
leche de cabra en la utilizacion digestiva de Fe, con respecto a la dieta de la leche de
vaca, pueden ser debidos ademas a diversos factores nutricionales que estan presentes
en mayor cantidad en la leche de cabra. Estos incluyen cisteina (Souci y col., 1989; Van
Campen, 1973), un aminoacido que mejora la absorcion de Fe y la lisina, que permite la

solubilizacion de Fe férrico o ferroso por la formacién de quelatos tridentados y es el
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principal factor asociado a una mayor absorcion del metal por el intestino, (Van
Campen, 1973). Por otra parte, el mayor contenido de &cido ascérbico (vitamina C) en
la leche de cabra (Jandal, 1996; Souci y col., 1989) podria contribuir a aumentar la
absorcion de Fe en ratas alimentadas con dieta basada en leche de cabra, ya que la
vitamina C forma un quelato con este mineral, que sigue siendo soluble a un pH mas
alto dentro del intestino (Czajka-Narins, 1998). Ademas, aunque las tres dietas
contienen caseina, proteina animal que favorece la absorcion de Fe (Layrisse y
Martinez-Torres, 1972), desde un punto de vista cualitativo la caseina derivada de la
leche de cabra es mas soluble y contiene una proporcion mayor de otras proteinas
solubles (B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y albumina sérica) (Boza y Sanz
Sampelayo, 1997). Esta mayor solubilidad de la proteina que contiene la dieta de leche
de cabra podria favorecer la absorcion de Fe. Seglin un estudio realizado por Sakai y
col., (1992), las cantidades grandes (800 a 1000 ml/dia) de leche de vaca consumida por

los bebés podrian producir una deficiencia de Fe.

El presente estudio revela el efecto beneficioso de la leche de cabra, en
comparacion con leche de vaca, sobre la utilizacion digestiva y metabolica de Fe, tanto
entre los animales control y entre personas los que tienen sindrome de malabsorcion.
Esto implica que el consumo de leche de cabra, en lugar de leche de vaca, podria
prevenir la deficiencia de Fe y por lo tanto la incidencia de anemia ferropénica

nutricional, una patologia altamente prevalente (Caballo y col., 1993).

Con respecto al contenido de Fe en los diferentes 6rganos estudiados, los dos
grupos de animales (transectados y resecados) alimentados con las tres dietas ensayadas
no presentan diferencias en higado, bazo, esternén y fémur, mientras que en corazon el
contenido de Fe es mayor en ratas con reseccion intestinal para las dietas basadas en

leche (P<0,001) (Tabla VI; Figs.6a,6b,6¢,6d y 6¢).

Comparando las tres dietas, la elaborada con leche de vaca, en animales
transectados y resecados el contenido de Fe es menor en los drganos estudiados,
especialmente en higado y en bazo, con respecto a la dieta estandar y la elaborada con
leche de cabra (P <0,001). El deposito de Fe en esternén es mayor en animales

resecados alimentados con la leche de cabra que en los que consumen las otras dos
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dietas (P < 0.01). En el fémur, sin embargo, en ratas transectadas alimentadas con la
dieta estandar el contenido de Fe fue mayor que en las que consumen la dieta de leche

de cabray vaca (P <0,001) (Tabla VI; Figs.6a,6b,6¢,6d y 6e).

En ratas transectadas y resecadas el deposito de Fe en higado (6rgano de reserva
preferencial para el Fe en forma de ferritina), bazo (6rgano que contiene Fe en forma de
hemosiderina) y esternon (6rgano eritropoyético) sigue el patrén observado para la
absorcion y retencion (en valores absolutos) de Fe, para las tres dietas ensayadas. Por lo
tanto, el contenido de Fe en higado y bazo es mayor en animales alimentados con dieta
estandar y dieta elaborada con leche de cabra que con la dieta basada en leche de vaca,
mientras que en el esternon, a pesar de que se observa la misma tendencia, las
diferencias son muy pequefias. El menor contenido de Fe en higado y bazo en las ratas
alimentadas con dieta basada en leche de vaca pueden explicarse por las observaciones
de Hallberg y col., (1998), quien demostr6é que el calcio derivado de la leche de vaca
interfiere con la absorcion del Fe en la dieta. Este efecto no se observa cuando las ratas
consumen la dieta a base de leche de cabra, lo que puede ser debido a que este tipo de

leche disminuye las interacciones Ca-Fe (Park y col., 1986).

4.6. Utilizacion digestiva y metabolica de cobre

El aprovechamiento digestivo (CDA) y metabolico (R/T) de Cu se encuentran
afectados negativamente por la reseccion intestinal para la dieta estandar y para la dieta
basada en leche de vaca (P<0.001 y P<0.01, respectivamente). Sin embargo, los
animales con reseccion intestinal alimentados con dieta a base de leche de cabra
mostraron niveles de utilizacion digestiva y metabdlica de Cu similares a los de los

animales controles.

Al comparar las diferentes dietas ensayadas, en animales transectados
alimentados con dieta basada en leche de cabra y dieta estandar, el CDA de Cu es
similar entre ellas y superior a los animales alimentados con leche de vaca (P < 0.001),
(CDA del Cu transectadas: C=E>V). En animales resecados, la utilizacion digestiva de

Cu fue mayor con la dieta de leche de cabra, seguida por la dieta estandar, y la menor la
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dieta de leche de vaca (P<0.001, C-V y E-V; y P<0.01, E-C) (CDA de Cu resecadas: C
> E > V). Respecto al balance de Cu es similar en ratas controles y resecadas
alimentados con la dieta estandar y la dieta de leche de cabra y mayor en las ratas que
consumen dieta de leche de vaca (P< 0.001) (balance de Cu: E = C> V) (Tabla VII;
Fig.7).

La utilizacion digestiva de Cu se reduce por la reseccion del 50% de IDD en
animales alimentados la dieta estdndar y la elaborada con leche de vaca, consecuencia
de la menor superficie disponible para la absorcion. Resultado que esta de acuerdo con
los obtenidos por Urbano y Campbell (1984) y por Hartiti y col., (1995b). Estudios
previos en ratas han demostrado que la reseccion de IDD modifica la fisiologia biliar
(Lisbona y col., 1991; Gémez-Ayala y col., 1994), la bilis es el principal medio de la
excrecion de Cu, a través de las heces (Linder y Roboz, 1989), aunque este no es el
unico medio, porque en los seres humanos y ratas una pequefia proporcion del Cu es
excretado en la orina; por otra parte, importantes cantidades de este mineral se
encuentran en el tracto gastrointestinal con la saliva y los jugos gastricos, pancreaticos e
intestinales (Linder y Roboz, 1989). Practicamente el 50% de la excrecion de Cu es a
través de la bilis, y dado que esta excrecion esta afectada por la reseccion del intestino
distal, la utilizacion digestiva de este mineral se ve afectada (Hartiti y col., 1995b).
Después de la reseccion, hay una reduccion del 16% en la utilizacion digestiva de Cu en
las ratas alimentadas con la dieta estandar, un valor que es menor que la de Fe,
alrededor del 40%. Este menor efecto de la reseccion intestinal sobre la utilizacion
digestiva de Cu puede ser debido a que el estdmago y el duodeno proximal son los sitios
donde la absorcion de Cu es mayor y mas rapida (Harris, 1991); en el tipo de reseccion
realizada, estos sitios han sido preservados, y s6lo se ha eliminado el IDD. Este efecto
negativo de la reseccion intestinal sobre la utilizacion digestiva de Cu es mas evidente
cuando las ratas consumen la dieta a base de leche de vaca, mientras que la absorcion de
Cu en las ratas alimentadas con dieta de leche de cabra no se vio afectada. Teniendo en
cuenta el tipo de dieta suministrada, el alto contenido de MCT (36%) de la leche de
cabra debe tener un efecto positivo sobre la absorciéon de Cu, en ambos grupos de
animales (transectados y resecados), con respecto a la leche de vaca, que tiene un menor
contenido de MCT (21%) y la dieta estandar (0%). Estos resultados coinciden con los

de Hartiti y col., (1995b), que observaron que un alto contenido de MCT en la dieta

Juan Carlos Robles Gutierrez. Tesis Doctoral. 120



RESULTADOS Y DISCUSION .

mejora la utilizacion digestiva de Cu. Este efecto puede ser causado por la modificacion
de la funcion biliar por estos tipos de acidos grasos (Lisbona y col., 1991) ya que, segiin
Johnston y col (1992), la homeostasis del Cu estd regulada por la excrecion biliar. El
efecto beneficioso de la leche de cabra en la absorcion de Cu también puede atribuirse
al mayor contenido de cisteina en leche de cabra (83 mg/100 g) con respecto a la leche
de vaca (28 mg/100 g) (Souci y col., 1989), ya que este aminoacido es el principal
componente de la metalotioneina, proteina que interviene en la absorcion Cu (Linder,

1996).

El depdsito de Cu en los organos estudiados no presenta diferencias entre
animales transectados y resecados alimentados con la dieta estdndar, excepto en
rifones (T>R) (P < 0.05). El contenido de Cu fue mayor en animales transectados
alimentados con dieta a base de leche de vaca que en animales resecados (P < 0.001,
rinon y esterndn; y P < 0.01, higado, bazo y fémur). Con respecto a la dieta de la leche
de cabra, no se observaron diferencias por la reseccion en el contenido de Cu en

ninguno de los drganos estudiados (Tabla VIII; Figs. 8a, 8b,8c,8d,8¢e y 8f).

Al comparar las diferentes dietas ensayadas, en general, en animales controles
(transectados) el contenido de Cu en los distintos érganos estudiados fue mayor con la
dieta estandar respecto a las dietas basadas en leche (cabra o vaca) (dieta estdndar/dieta
leche vaca: P <0.001, higado y fémur; P<0.01, esternén y corazoéon; P<0.05, rifiones y
bazo; dieta estandar/dieta leche cabra: P <0.001, fémur; P <0.01, esternon; P <0.05,
higado, bazo y corazon), excepto en riién donde es mayor el deposito de Cu con la
dieta de leche de cabra que con las otras dos dietas ensayadas (P <0.001(Tabla VIII;
Figs. 8a, 8b,8¢,8d,8¢ y 8f)

El contenido de Cu en rifion, fémur, esternon e higado fue mayor en animales
alimentados con dieta elaborada con leche de cabra que en aquellos alimentados con
dieta de leche de vaca (P <0.001 resecados y P <0.05 transectados, rifidén) (transectados
y resecados P < 0,01, fémur) (resecados P <0.001, esternon e higado); esta tendencia
también era evidente para los demés oOrganos estudiados, aunque no se observaron
diferencias significativas. Con respecto a los animales resecados, el contenido de Cu fue
mayor en los animales alimentados con la dieta estdndar en comparacion con los

alimentados con dieta de leche de vaca, para todos los 6rganos estudiados (P < 0,001),
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excepto en rifidn y corazon, aunque también se observo la misma tendencia sin llegar a
ser significativo. Comparando la dieta estindar con la basada en leche de cabra, el
depdsito de Cu en organos en ratas resecadas es del mismo orden, excepto en rifion, el
contenido de Cu es mayor en los animales alimentados con dieta de leche de cabra (P <
0,001). Al considerar las dietas basadas en leche, el deposito de Cu en los diferentes
organos estudiados es mayor cuando los animales resecados consumen la dieta basada
en leche de cabra respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca, (P < 0.001,
rifiones, higado, esternoén y fémur; y P <0.05, bazo) excepto en corazdn, aunque se
observd la misma tendencia, sin llegar a ser significativa (Tabla VIII; Figs. 8a,

8b,8¢,8d,8¢ y 8f)

La distribucién de Cu en el organismo se realiza en dos fases, primero por medio
de una transferencia desde el intestino al higado y los rifiones y una fase posterior del
higado al resto del organismo (Linder, 1996). El rifién es rico en Cu (Anderson y col.,
1985) y, como muestra este estudio, es el érgano que mejor refleja los eventos a nivel
digestivo y metabolismo. Por lo tanto, el contenido de Cu en rifion fue menor entre los
animales resecados, excepto cuando consumieron la dieta a base de leche cabra, cuyo
efecto beneficioso sobre la absorcion y retencion de Cu significan que esta presente en
cantidades similares a las encontradas en las ratas controles (transectadas). La misma
tendencia es evidente en los otros o6rganos estudiados (higado, corazén, esternon, fémur
y bazo) para la dieta de la leche de cabra. Este no es el caso para las otras dos dietas, en

particular, la elaborada con leche de vaca.
4.7. Utilizacion digestiva y metabolica de cinc

La utilizacion digestiva (CDA) y metabodlica de Zn no esta afectada por la
reseccion intestinal en ratas alimentadas con las tres dietas ensayadas excepto la
retencion cuando los animales fueron alimentados con dieta basada en leche de vaca (P

<0,05) (Tabla IX; Fig. 9).

La reseccion del 50% de intestino delgado distal afecta severamente la

utilizacion digestiva y metabolica de Zn (CDA y retencion) que se reducen casi a la
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mitad (Hartiti y col., 1995). Sin embargo, en el presente estudio, cuando los animales
resecados fueron alimentados con las tres dietas ensayadas (estandar, vaca y cabra), el
CDA de Zn era similar a la de los animales controles. Esta falta de efecto de reseccion
intestinal en la utilizacion digestiva de Zn podria ser debido al mayor contenido de
proteina (20%) y grasa (10%) que en las dietas suministradas por Hartiti y col. (1994a,
b), 12% y 5% respectivamente. Sandstro y col. (1989) mostraron que existe una fuerte
correlacion entre el contenido de nitrogeno de la dieta y la absorcion de Zn. Ademas,
las proteinas de origen animal (proporcionadas por la leche) tienen un mayor efecto
positivo sobre la absorcion de Zn que las proteinas vegetales. El Zn es absorbido en el
intestino delgado, especialmente en el duodeno y el yeyuno (Cousins, 1989; Lee y col.,
1989) en la rata, aunque también se absorbe en el colon (Naveh y col., 1993). Estos
segmentos, excepto la parte del yeyuno, fueron preservados en la reseccion realizada en
el presente estudio. En estudios previos (Lisbona y col., 1994; Lopez Aliaga y col.,
1994; Alférez y col., 1996), se ha demostrado que 40 dias después de la reseccion de
intestino delgado distal, los segmentos restantes (duodeno, yeyuno y colon proximal)
sufren un proceso de adaptacion y hay un aumento en la capacidad de absorcionde Fe,
Cu y Zn por unidad de longitud y peso de la mucosa intestinal. Este incremento es
particularmente evidente cuando los animales son alimentados con una dieta en la que la
grasa contiene casi un 35% de MCT y un suplemento de vitamina Ds (Lisbona y col.,
1994; Lopez Aliaga y col., 1994; Alférez y col., 1996). Es posible que dicha adaptacion
también pueda aumentar la capacidad de absorber otros micronutrientes, entre ellos el
Zn. Ademas, si hay un alto porcentaje de proteina en la dieta (20%), un factor que
favorece la absorcion de este mineral (Sandstro y col.,1989), esto podria también

contribuir a mejorar la utilizacion digestiva de Zn.

La mayor absorcion y CDA de Zn se observd en ratas alimentadas con la dieta
con leche de cabra; los niveles fueron casi un 50% superior en los animales controles
(P<0.001) (dieta de leche de cabra vs las otras dos dietas) y dos veces mas alta para los
animales resecados (P<0.001) (CDA de Zn: C > E = V). La retencién de Zn fue mayor
para ambos grupos de animales alimentados con la dieta con leche de cabra que para las
alimentadas con las otras dos dietas; aunque solo se observaron diferencias
significativas en el caso de los animales resecados (P<0.001) (Retencion de Zn: C> E

=V) (Tabla IX. Fig.9).
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El contenido de Zn en la leche de cabra es mas alto que la de leche de vaca (4.8
mg/l y 13,3 mg/l respectivamente) (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Por otra parte, la
biodisponibilidad del Zn en la leche de cabra podria ser mas alta que en la leche de
vaca, por varias razones. En primer lugar, la leche de cabra contiene una mayor cantidad
de vitaminas C y D (Jandal, 1996; Souci, 1989) y segin Hartiti y col. (1994b), esto
podria contribuir al mayor CDA de Zn en los animales alimentados con dieta de leche
de cabra. Ademas, la leche de cabra es mas rica en cisteina (830 mg/l) que la leche de
vaca (280 mg/l) (Souci y col., 1989). Este aminodacido es activo en la absorcion y en el
metabolismo del Zn. El paso de Zn a través de la vesicula de la membrana del borde en
cepillo se lleva a cabo mediante un sistema de transporte de péptidos (Tacnet y col.,
1993). La fase intracelular de la absorcion del Zn (movimiento transcelular) ha sido
extensamente estudiada (Richards y Cousins, 1977; Hempe y Cousin, 1991). La unién
de Zn con la cisteina-rica en proteina intestinal (CRIP) esta correlacionada con la
absorcion; pero no es probable que actie en movimiento transcelular. Por el contrario,
la expresion génica de la metalotionenia (MT) en el intestino estd directamente
correlacionada con la ingesta dietética de Zn (Cousins y Lee-Ambrose, 1992). La
absorcion de Zn disminuye dado que la sintesis de MT se eleva en respuesta al Zn
dietario (Hoadley y col., 1988). Basandose en lo anterior, la mayor cantidad de cisteina
en la dieta de la leche de cabra podria favorecer la utilizacion digestiva y metabolica de
Zn. Ademas, la leche de cabra tiene un mayor contenido en MCT que la leche de vaca
(Haenlein, 1996). Segin Tappenden y col. (1997), los acidos grasos de cadena corta
favorecen la adaptacion intestinal después de la reseccion, probablemente debido a la
mayor cantidad de los demas nutrientes transportados a través de la membrana
basolateral del enterocito. Es posible que los acidos grasos de cadena media, que son
absorbidos dentro de las células intestinales sin reesterificacion entrando directamente
en la circulacion portal, tengan un efecto similar sobre la adaptacion intestinal. Por lo
tanto, no solo estd favorecida la retencion de energia directamente por la presencia de
MCT en la dieta, sino que también podria aumentar como consecuencia de la mayor

absorcion de los demas nutrientes en la dieta, tales como Zn.
En relacion a la distribucion de Zn en el organismo, la reseccion

intestinal no afecto el contenido de Zn en animales alimentados con las dietas estandar

o la elaborada a base de leche de vaca, excepto en testiculos y bazo de ratas alimentadas
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con la dieta estandar (P < 0.001) y el corazén para lo alimentados con la dieta de leche
de vaca (P < 0. 05), donde los depositos de Zn fueron més bajos que en los animales
controles (transectados). En ratas alimentadas con la dieta de la leche de cabra, el
contenido de Zn en fémur, testiculos, rifiones, bazo o cerebro no mostré diferencias
entre animales controles y resecados. Sin embargo, en esternén (P < 0,001), higado,
corazén y musculo L.D. (P < 0,01) la concentracion de Zn fue mayor en ratas con
reseccion intestinal en comparacion con los animales controles (transectados). La dieta
de la leche de cabra en general produce los depositos mas altos de Zn en los diferentes
organos estudiados tanto en animales resecados como transectados para fémur,
testiculos, rifién, corazoén (P < 0.001), bazo y musculo (P < 0.05), solo en transectados
para higado (P < 0.001) y en resecados para cerebro (P < 0.001) seguido por la dieta
estandar y por la dieta de la leche de vaca donde los valores son practicament similares.

(Tabla X; Figs. 10a, 10b, 10c, 10d, 10e, 10f, 10g, 10h y 10i).

En general el depdsito de Zn en los 6rganos estudiados no presenta diferencias
entre animales transectados y resecados, resultados que estdn de acuerdo con los
hallazgos de Hartiti y col. (1994a, b). En relacion al tipo de dieta suministrada, la dieta
de la leche de cabra produce los depdsitos mas altos de Zn en los diferentes o6rganos
estudiados, seguido por la dieta estdndar y por la dieta de la leche de vaca. El contenido
de grasa en las dietas (10%) es el doble que recomienda el Instituto Americano de
Nutricion (1993). Alférez y col., (2001) encontrd que un incremento en el contenido de
lipidos de la dieta mejora la utilizacion digestiva de la grasa en animales con reseccion
del 50% de IDD y que los valores de CDA se acercan a los de los animales controles.
Estos resultados sugieren que las ratas resecadas tienen un mayor aporte de energia para
el consumo de ATP en los mecanismos de absorcion por transporte activo de Zn que
podria conducir a un aumento en la utilizacién digestiva de este mineral. Ademas, la
dieta de leche de cabra produce los mejores resultados para la utilizacion digestiva y

metabolica de Zn tanto en animales transectados como en resecados.

Los depositos de Zn en hueso (fémur) fueron mayores que en los otros drganos
estudiados. Segtin Bobilya y col. (1994), las reservas de hueso proporcionan una fuente
utilizable de Zn que varia segun el consumo del mineral. Después del fémur, el mayor

contenido de Zn se encontr6 en testiculos (King y Keen, 1999). En orden descendente
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de contenido de Zn, éstos fueron seguidos por el esterndn, higado, corazon, bazo,
musculo L.D. y cerebro. Foster y col. (1979) y Wastney y col. (1986) realizaron
estudios con modelos cinéticos de hombres y animales, utilizando Zn65 como un
trazador y encontraron que el tejido hepatico para ser el mas reactivo al Zn, seguido por
el pancreatico, renal y tejidos del bazo; en todos ellos, el intercambio fue rapido,
mientras que era lento en el sistema nervioso central y en el hueso. Estas reacciones
estan sujetas a regulacion hormonal (Henkin y col. 1984; Dunn y Cousins, 1989).
Segtin Miller y col. (1994), la reserva intercambiable de Zn es muy pequeiia, de manera
que una deficiencia se produce rapidamente cuando hay una incapacidad para adaptarse

al consumo (de Oro, 1989).
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Tabla 1. Ingesta de alimento y cambios ponderales en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

DIETA ESTANDAR DIETA CON LECHE DE VACA DIETA CON LECHE DE CABRA
S.S. ingerida (g/rata/dia) 18.62+0.59* 19.18+0.64*  20.71+£0.50° 22.16 +0.58" 16.24 +£0.34°¢ 16.85+0.62°¢
Peso inicial (g) 328.1 +8.20 324.9 + 6.30 333.6+8.90 331.2 + 6.40 326.7 + 5.80 322.0 + 6.30
Peso final (g) 350.5 £9.30 344.8 +7.90 351.2 + 8.90 350.8 + 6.80 315.7+6.10 344.8 + 6.90
A peso (g/rata/dia) 3.21+0.30 2.85+0.48 2.51+0.57 2.81+£0.22 2.71+0.21 2.86+0.32

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

b Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
ABCDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 1. Ingesta de alimento y cambios ponderales en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla II. Utilizacion digestiva de la grasa en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

Grasa ingerida (mg/rata/dia)

Grasa fecal (mg/rata/dia)

Grasa absorbida (mg/rata/dia)

CDA (%)

DIETA ESTANDAR

1902,7+60,7 1960,2+ 65,8*
107,8 +16,0* 193,6 + 17,940

1794,9 £64,9° 1766,6+ 59,4%
94,2 +0,9* 90,1 +0,8"

DIETA CON LECHE DE VACA

1888,3 + 81,4° 2168,8 + 56,85

2744 +28,7° 574,5 + 33,980
1613,9 + 69,0° 1594,4 + 41,58

85,6 +1,2° 73,2 +1,28P

DIETA CON LECHE DE CABRA

1495,8 +31,°1 1551,6 + 56,8

142,9 + 7,4 207,1 +24,3P
1352,9+£29.4°  1344,5+47,3¢
90,4 + 0,5¢ 86,8 + 1,2¢

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media
2¢ Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
ABLDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 2. Utilizacion digestiva de la grasa en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla III. Parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo lipidico y hepatico en animales transectados y resecados

alimentados con las dietas ensayadas

DIETA ESTANDAR

DIETA CON LECHE DE VACA

DIETA CON LECHE DE CABRA

Triglicéridos (g/1) 0,65+0,024° 0,64+ 0,023* 0,84 +0,016° 0.82+0.015% 0,81 £0.016° 0,81 +0.021%
Colesterol (g/l) 0,76+0,022° 0,66 + 0,022P 0,79 +0,014* 0,75+ 0,016% 0,67 +0,014° 0,64 +0,017*
Colesterol-HDL (g/1) 0,16 +0,029 0,20 +0,015* 0,16 + 0,009 0,14 + 0,006® 0,17 0,008 0,19 +0,016"
GOT (UI/l) 99+9,7° 92+6,6" 107+7,6 93+5,74 91+4,3° 7842657
GPT (UI/l) 13£1,0° 17+1,44P 23+1,0° 24+1,3" 20+1,5° 17+0,6"

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

0 Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

ABCDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)

133



Figura 3. Pardmetros bioquimicos relacionados con el metabolismo lipidico en animales transectados y resecados alimentados con las
dietas ensayadas
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Figura 3. Pardmetros bioquimicos relacionados con el metabolismo hepatico en animales transectados y resecados alimentados con las
dietas ensayadas
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Tabla 4. Composicion biliar y pardmetros en bilis de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

DIETA ESTANDAR DIETA CON LECHE DE VACA DIETA CON LECHE DE CABRA

Flujo de bilis (LL/min/ g higado) 1,68+0,35 1,59+0,29 1,54+0,31 1,59+0,28 1,59+0,27 1,61+0,33
Concentracion de acido biliares (mmol/L) 33,31£5,72 32,28+5,48 32,62+6,01 31,13+£5,47 36,59+5,73 34,19+6,14
Produccion de acidos biliares (mmol/min/g higado) 56,16+11,14 54,89+10,85 61,83+13,14 58,99+11,25 57,19+12,74 55,78+11,43
Concentracion colesterol (mmol/L) 0,677£0,026"  0,749+0,032"  0,558+0,041°  0,593+0,037*  0,840+0,042" 0,985+0,039"%
Produccion de colesterol (mmol/min/g higado) 0,987+0,151°  1,123+0,163*"  0,863+0,143*  0,989+0,158"  1,340+0,172° 1,450+0,169°
Concentracion de fosfolipidos (mmol/L) 6,01+0.93* 6,71+0,87* 7,74+0,89° 8,25+0,95" 6,98+0,54° 7,24+0,61*
Produccion de fosfolipidos (mmol/min/g higado) 11,27+1,24 11,43+£1,43 11,91+1,18 12,03+1,09 11,26+1,35 11,97+1,41
Indice litogénico 0,271£0,012*  0,287+0,007*  0,303+0,008°  0,310+0,005%  0,278+0,009° 0,293+0,006 *
PFL/PAB 0,210+0,021 0,203+£0,017  0,204+0,009 0,198+0,012 0,207+0,026 0,205+0,0018
PCO/PAB+PFL 0,0175+0,002*  0,0164+0,001* 0,0122+0,029°  0,0132+0,035%  0,0203£0,009°  0,0210+0,018 €

PFL/PAB. Produccion de fosfolipidos/ Produccion de acidos biliares

PCO/PAB+PFL. Produccion de colesterol/Produccion acidos biliares+Produccio

Los resultados estan expresados como valor medio y error estdndar de la media

DCDyistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)

ABC Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)
P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 4. Composicion biliar y pardmetros en bilis de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 4. Composicion biliar y parametros en bilis de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 4. Composicion biliar y parametros en bilis de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 4. Composicion biliar y parametros en bilis de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla V. Utilizacion digestiva y metabolica de hierro en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

Fe ingerido (ug/rata/dia)
Fe fecal (ng/rata/dia)

Fe absorbido (ug/rata/dia)
CDA(%)

Fe urinario (pg/rata/dia)

Fe retenido (ug/rata/dia)

R/I (%)

DIETA ESTANDAR

579,9+18,5°

451,2 +18,8°
128,1 45,6
22,14 1,1°
2,8402°
125,8 + 5.6

21,6 £1,1*

597,5+ 20,1

522,8 + 17,4

74,7 +7,1°
12,5+ 1,14P
4,1+0,6""
70,6 + 7,2AP

11,8 +1,14P

DIETA CON LECHE DE VACA

621,6 + 15°
509,1 +17,7°
112,5+ 8,0
18,1 +1,1°
7.8 +0,6°
104,7 +7,8°

16,8+ 1,1°

665,1 + 17,88

611,9 + 18,45

61,2 +3,7°°
9,2+ 0,7°P
13,8+ 1,0%°
47 4+ 3,55

7,1 +0.65P

DIETA CON LECHE DE CABRA

487,7+10,1°
357,1+9.2°
130,6 +9,3
26,6+ 1,7°
3,5+ 0,4°
127,1 9,4

26,1+ 1,7¢

505,9 + 18,5
4253 +18,5¢
80,6 + 5,7P
16,1 +1,2°P
7,0+ 0,7
73,6+ 5,5

14,6+ 1,240

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

b€ Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
ABLDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 5. Utilizacion digestiva y metabdlica de hierro en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla VI.Concentracion de hierro en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

Higado

Bazo

Esternon

Corazon

Fémur

DIETA ESTANDAR

240,3 + 3,4° 2458 + 3,8

1299,1 + 48,8° 1252,6 + 32,4*

73,6 +2.4° 69,8 +2,2*

258,5+ 17,9° 283,94+ 12,2

50,9+ 1,4° 53,6+ 2,6"

DIETA CON LECHE DE VACA

2123 +2,4° 220,8 + 3,78

1102,8 +26,7° 1047,8 + 74,9°

71,1 +0,9° 66,4 + 1,3%
2446 +3,2° 278,6 +3,1°
43,8+ 0,6 454+ 1,58

DIETA CON LECHE DE CABRA

230,3 + 6,9° 242,1 +3,4%

12849 +282*  1306,7 +30,9*

74,0 £0,8° 82,2 +4,8%
255,1+2,1° 2872 + 3,57
45,6+ 0,7° 49,4+ 0,74

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media
2¢ Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)
ABLDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 6. Concentracion de hierro en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 6. Concentracion de hierro en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla VII. Utilizacion digestiva y metabolica de cobre en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

DIETA ESTANDAR DIETA CON LECHE DE VACA  DIETA CON LECHE DE CABRA

Cu ingerido (ug/rata/dia) 96,6 + 3,1 99,5 +3,3* 1054 +2,5 112,8+2,9° 86,6 + 1,8° 89,8 + 3,3¢
Cu fecal (ng/rata/dia) 54,9 +2,8° 63,3+ 1,5 68,5+2,7° 87,7+ 1,4°° 483+1,1° 50,7 +2,6°
Cu absorbido (ng/rata/dia) 41,7+0,8" 36,2 2,7 36,9+ 1,9 25,1 £2,5%° 38,2+ 1,4° 39,0 £2,1*
CDA(%) 434 +1.2° 36,4 + 1,647 35,0+ 1,8 21,9 + 1,6°° 44,1 +£1,0° 43,6 +2,0¢
Cu urinario (ug/rata/dia) 6,0+0,3 58+02% 59+0,7 4,2 +0,2%° 58+03 57+0,5"
Cu retenido (ng/rata/dia) 35,7+ 0,9 30,6 +2,7* 31,1+1,8° 20,8 +2,45° 32,5+1,3° 33,3+2,0
R/I (%) 37,2+1,2° 30,8 + 1,74 294 +1,7° 18,2 + 1,6%° 374 +1,1° 37,1 +1,8°

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

b Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
ABCDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 7. Utilizacion digestiva y metabolica de cobre en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla VIII. Concentracion de cobre en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

Rifién

Higado

Corazon

Esternon

Fémur

Bazo

DIETA ESTANDAR

30,3 + 1,6°

17,5 + 0,4°

19,1 £0,5"

9,5+ 04"

7,0 +0,2°

9,0 +0,4°

252+ 1,94P
17,0 + 0,4*
18,1+0,7

8,7+0,3"

6,6 + 0,3

8,9 +0,5%

DIETA CON LECHE DE VACA

27,1+0.8°
15,0 £ 0,5°
16,2 +0,4°

7,2+0,2°

5,1+0,2°

8,0+0,2°

22,1 +0,5%P
12,7+ 0,6%°
16,9+ 0,4

4.8+ 0.3

42 + 0,28

6,6 +0,5°°

DIETA CON LECHE DE CABRA

31,6 + 1.3
16,2 +0,4°
17,3+0,7°

7,8 +0,6°

6,1 £0,2°

8,0+ 0,4°

32,7+ 1,8%
16,7 +0,9*
18,1+0,8

9,2+02"

6,6 + 0,3

8,2+04"

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

b€ Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectadosTest post hoc de Bonferroni (p<0,05)
ABLDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)
P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 8. Concentracion de cobre en 6érganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 8. Concentracion de cobre en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla IX. Utilizacion digestiva y metabdlica de cinc en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

Zn ingerido (ng/rata/dia)

Zn fecal (ug/rata/dia)

Zn absorbido (ng/rata/dia)

CDA(%)

Zn urinario (pg/rata/dia)

Zn retenido (ng/rata/dia)

R/T (%)

DIETA ESTANDAR

640,6 + 20,5%

526,9 £17,1°

113,7 + 4,6°

17,0 £ 0,5"

2,8+ 0,5

111,0+4,8

17,3£0,5

660,0 + 22,24

554,6 + 22,14

105,4 + 8,4

16,1 £1,24

5,1 +0,6%

100,3 + 8,4"

15,3+1,3

DIETA CON LECHE DE VACA

640,7 £+ 15,5°

529,3 +13,4"

111,7 + 4,3°

17,4+ 0,6"

43+0,3"

107,5+ 4,3

16,8+0,6

685,9 + 18,0*

587,7+ 18,18

98,3 + 5,04

14,4 + 0,8

7,0 +0,9®

91,3 +5,6%°

13,4+ 0,9

DIETA CON LECHE DE CABRA

511,9 +19,4°

375,0 + 14,2°

137,0+11,2°

26,8 +2.2°

6.0+0,9°

131,04 11,4

25,6+ 2,2

531,0 = 19,0°

356,3 +24,9¢

174,7 + 10,38

33,6 +2,6°

5,3+0,8%

169.4 + 10,4¢

32,0£3,9

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

2¢ Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)
ABLDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hocde Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)
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Figura 9. Utilizacion digestiva y metabdlica de cinc en animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Tabla X. Concentracion de cinc en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

DIETA ESTANDAR DIETA CON LECHE DE VACA DIETA CON LECHE DE CABRA

Fémur 183,4 £2.9° 177,7 £ 524 179,1 3,6 1758 £2,5% 193,0 £2.,9° 192,4 +3,9°
Lo 178,7 +2,2° 163,4 +3,9"P 1652+3,5°  165,7+3,7" 183,3+3,1° 186,0 + 3,55
Esternon 123,1 + 1,8° 126,2 + 2,64 1324+1,1° 1282426 134,6 £0,7° 153,9 + 4,950
Higado 110,7 £2,3 113,3+1,3* 100,1 + 1,3 102,1 + 1,74 116,0 £ 1,6° 125,1 + 3,057
Riiién 92,0 +2,0° 92,4+ 1,74 88,8 +2.3° 90,8 + 2,0 96,4 +1,9° 105,6 +5,7°
Corazén 76,2+1,1° 74,0 + 1,4* 67,1 +0,9° 62,7 + 1,4%° 78,4 +2,3° 95,1 +4,9°
Bazo 78,5+1,2° 71,2 + 1,94P 70,5 + 3° 63,8 +2,5° 77,5+ 1,8 773 +2,14

Musculo L.D. 59,9+ 2.2* 64,9 +2,4* 55,1 +2,9° 62,1+3,8° 63,2+ 1,4° 70,4 + 1,84
Cerebro 51,7+ 0.4° 51,7+0,2% 372+1,0° 42,0 +0,8%° 50,6 + 1,6" 55,8 +2,0°

Musculo L.D. Musculo “Longissimus dorsi”

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media

@b Distinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales transectados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)
ABCDistinta letra en la misma fila indica diferencias significativas entre grupos de animales resecados. Test post hoc de Bonferroni (p<0,05)

P Diferencias significativas respecto al grupo transectado. Test de lat de Student (p<0,05)

153



Figura 10. Concentracion de cinc en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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Figura 10. Concentracion de cinc en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas

d CONCENTRACION DE CINC EN HIGADO c CONCENTRACION DE CINC EN RINON
(ne/gs.S.) (ne/es.s.)

100 - ? W L [P<0.001] :
80 i % % : lgl; M
e = % SIEE = = e u

ER VT VR cT CR ET ER VT VR cT CR
DIETAS ENSAYADAS DIETAS ENSAYADAS
f CONCENTRACION DE CINC EN CORAZON
(He/gs.s.)

100 [P<0.001]

80 B

y/ v

60 / % —

40 - % % B

22 % P<0.05 |/ . [P=o0T] o

ET ER VT VR cT CR
DIETAS ENSAYADAS

155



Figura 10. Concentracion de cinc en 6rganos de animales transectados y resecados alimentados con las dietas ensayadas
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RESUMEN Y CONCLUSIONES .

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia el efecto de la administracion de dietas
basadas en leche (vaca o cabra), en comparacion con una dieta estandar sobre la
utilizacion digestiva de grasa y la utilizacion nutritiva de hierro, cobre y cinc, en ratas

con reseccion del 50% de intestino delgado distal y transectadas (controles).

Para realizar este estudio se han suministrado durante 40 dias tres dietas con el
mismo contenido de grasa (10%) y proteina (20%), pero de distinta calidad lipidica y
proteica: aceite de oliva y caseina para la dieta estdndar y grasa y proteina procedente de
leche (vaca o cabra respectivamente) para las dietas elaboradas a base de leche de vaca

o cabra.

El estudio global ha comprendido un total de 6 experimentos, 3 en ratas
controles transectadas y 3 en ratas con reseccion intestinal alimentadas con las tres
dietas a ensayar. En todos los experimentos se estudian los siguientes indices y
parametros: peso de los animales, incremento de peso, ingesta de alimento, eliminacion
fecal y coeficiente de digestibilidad aparente de grasa, hierro, cobre y cinc y
eliminacion urinaria, balance y depdsito de hierro, cobre y cinc en distintos érganos

implicados en la homeostasis de estos minerales.

También se han estudiado pardmetros relacionados con el metabolismo lipidico
y hepatico, tales como colesterol total, colesterol-HDL, triglicéridos y transaminasas
(GOT/ASAT y GPT/ALAT). Ademas, se ha analizado la composicion biliar y se han

determinado diversos parametros en bilis.

Tras la discusion de los resultados obtenidos en la presente memoria se han

podido llegar a las siguientes CONCLUSIONES:
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CONCLUSION PRIMERA

La reseccion del 50% de intestino delgado distal afecta negativamente la
utilizacion digestiva de la grasa para la dieta basada en leche de vaca. En cambio,para la
dieta estandar y la elaborada con leche de cabra el coeficiente de digestibilidad aparente
de la grasa no se altera por la reseccion intestinal y es superior en ambos grupos de
animales, transectados y resecados, respecto a la dieta con leche de vaca, debido al
perfil lipidico del aceite de oliva, con alto contenido en acidos grasos monoinsaturados

y de la grasa de la leche de cabra rica en MCT.

CONCLUSION SEGUNDA

En general, el perfil lipidico en suerono se afecta por la reseccion intestinal. La
dieta de leche de cabra disminuye los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos y
aumenta los niveles de colesterol-HDL, efecto similar al encontrado con la dieta
elaborada con aceite de oliva. En animales resecados, la dieta elaborada con leche de
cabra conduce a unos valores mas bajos de transaminasas (GOT y GPT) que la de leche

de vaca.

CONCLUSION TERCERA

El efecto hipocolesterolémico de la dieta basada en leche de cabra se debe a que
su grasa induce a cambios en el transporte y metabolismo del colesterol hepatico, con
una mayor derivacion del colesterol plasmatico hacia la bilis. Ademads, el indice de
litogenicidad es menor con la dieta estandar (aceite de oliva) y con la elaborada con
leche de cabra; por tanto, el efecto beneficioso de la grasa de la leche de cabra es similar
al del aceite de oliva, por disminuir los niveles séricos de colesterol asi como el riesgo

de formacion de calculos biliares.
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CONCLUSION CUARTA

La reseccion del 50% de intestino delgado distal reduce la utilizacion digestiva
y metabolica de Fe y no afecta la deCu y Zn para las tres dietas ensayadas. La dieta de
leche de cabra mejora la utilizacion nutritiva de Fe, Cu y Zn respecto a la de leche de

vaca, especialmente en ratas con reseccion intestinal.

CONCLUSION QUINTA

La reseccion intestinal afecta negativamente el deposito de Cu y Zn para la
dietas estandar y la elaborada con leche de vaca, en tanto la dieta de leche de cabra tanto
en animales transectados como resecados conduce, en general, a depdsitos mas altos de

Fe, Cuy Zn en 6rganos, respecto a la dieta con leche de vaca.

CONCLUSION GENERAL

El consumo de leche de cabra mejora la utilizacion digestiva de la grasa y el
perfil lipidico, aumenta la excrecion biliar de colesterol y disminuye el indice de
litogenicidad en animales con reseccion intestinal, de manera similar a la dieta estandar
cuya fuente de grasa es aceite de oliva. Ademas, la leche de cabra aumenta la utilizacién

nutritiva y el deposito de Fe, Cuy Zn en animales con reseccion intestinal.
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