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El hierro es un metal esencial para la vida, pero en cantidades elevadas resulta
toxico para la célula. Cuando la ingesta de hierro es insuficiente para satisfacer las
demandas del organismo se produce anemia ferropénica, que constituye un importante
problema de Salud Publica y en el otro extremo, cuando la ingesta es muy elevada,
como puede ocurrir en el transcurso de la replecion crdnica con Fe, el tratamiento mas
frecuente para paliar esta prevalente deficiencia nutricional, se produce sobrecarga. El
hierro tiene la capacidad de ceder o donar electrones facilmente y puede catalizar
reacciones que dan lugar a la produccion de especies reactivas altamente perjudiciales.
En este sentido, el dafio proteico, al material genético y la peroxidacion lipidica son

consecuencias directas de la sobrecarga de hierro en el organismo.

La principal defensa contra los radicales libres es llevada a cabo por un sistema
enzimatico que esta constituido fundamentalmente por tres enzimas: la superoxido
dismutasa, la catalasa, y la glutation peroxidasa. Estas enzimas poseen minerales que
actian como cofactores y por tanto son fundamentales para su actividad catalitica. En
ausencia de estrés oxidativo, las especies reactivas del oxigeno que se generan se
mantienen a niveles muy bajos gracias a la accion coordinada de estas tres enzimas que

neutralizan y eliminan estos perjudiciales radicales.

El Grupo de Investigacion “Alimentacion, Nutricion y Absorcion” (AGR- 206)
dirigido por la Profesora Sanchez Campos, con quienes he realizado la presente
Memoria de Tesis, ha demostrado ampliamente en estudios experimentales en modelos
animales, el efecto beneficioso de la leche de cabra respecto a la de vaca sobre la

utilizacion nutritiva de proteina, grasa y minerales, en situacién normal y en patologias
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tales como sindrome de malabsorcion y anemia ferropénica y mas recientemente en

estrés oxidativo y sobrecarga de Fe.

Estos antecedentes nos han llevado a aprovechar la experiencia del Grupo en
situacion de anemia ferropénica y dar un paso mas, estudiando la hematologia,
mecanismos de defensa enzimética antioxidante y procesos de peroxidacion lipidica,
durante el establecimiento y recuperacion de dicha patologia, tras el consumo de dietas
basadas en leche de vaca o cabra, con un contenido normal o con sobrecarga cronica de

Fe.
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2.1. EL HIERRO EN LA NUTRICION

2.1.1. INTRODUCCION

La carencia de Fe es en términos de Salud Publica, la principal causa de anemia
nutricional. La anemia es un proceso patoldgico en el cual, la concentracion de
hemoglobina (Hb) en las células rojas es anormalmente baja. No hay duda de que la
deficiencia de Fe es la causa de la gran mayoria de anemias. La anemia por deficiencia
de Fe o anemia ferropénica nutricional (AFN) se caracteriza por la reduccién o ausencia
de depdsitos de Fe, bajos niveles de Fe sérico y Hb, reduccion del hematocrito y niveles
de plaquetas incrementados (Campos y col., 1998), bajo porcentaje de saturacion de
transferrina, disminucién de ferritina sérica y un dréstico incremento en la capacidad

total de fijacion al Fe o “total iron binding capacity” (TIBC).

Por otra parte, debido a sus efectos en el desarrollo y crecimiento, resistencia a
las infecciones y asociacion con la mortalidad de nifios menores de dos afios, se
considera el mayor problema de salud publica y la deficiencia nutricional mas comudn en
el mundo. Ademas, la deficiencia de Fe tiene efectos negativos en la capacidad de
trabajo y desarrollo motor y mental de nifios, adolescentes, mujeres fértiles,
embarazadas y ancianos (Stephenson y col., 2000; Grantham-McGregor y Ani, 2001;

Haas y Brownlie, 2001).

La anemia ferropénica se produce cuando las pérdidas de Fe o los

requerimientos del mismo superan el aporte que proporciona la dieta, con lo cual se
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agotan las reservas del organismo, disminuye la sintesis de enzimas ferrodependientes,
desciende la eritropoyesis y por altimo, disminuye la concentracién de hemoglobina

(Haas y Brownlie, 2001).

2.1.2. DEFICIENCIA DE HIERRO

La deficiencia de Fe es la mas comun de todas las enfermedades por deficiencia
de nutrientes en el mundo. Es un indicador de una nutricion inadecuada Yy salud
deficiente. La carencia de Fe en su forma mas severa resulta en anemia ferropénica,
aunque hay otras causas mas complejas. Las enfermedades infecciosas (paludismo,
helmintiasis y otras como tuberculosis por VIH/SIDA) son factores importantes que
contribuyen a la alta prevalencia de esta patologia en muchas poblaciones (Van den

Broek y Letsky, 2000).

La anemia ferropénica es una enfermedad con una alta prevalencia,
especialmente en nifios y mujeres en edad de gestacion. Los grupos que tienen un mayor
riesgo de sufrir anemia ferropénica son: nifios menores de 2 afios, chicas adolescentes,
embarazadas y la tercera edad. Las embarazadas adolescentes tienen un elevadisimo
riesgo de sufrir ferrodeficiencia, debido a sus pobres habitos alimentarios y su continuo
crecimiento. Mujeres en edad fértil que sufren ferrodeficiencia pueden beneficiarse de
dietas ricas en Fe o suplementos orales (Patterson, 2001). Se ha observado que en paises
poco desarrollados, la prevalencia de la anemia ferropénica en mujeres supera
normalmente el 20%, mientras que en hombres (5-6%), es similar a la observada en

mujeres de paises desarrollados (McPhail y Bothwell, 1992).
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO) calcula que en el mundo hay
aproximadamente 2.000 millones de personas anémicas y que cerca del 50% de los

casos puede atribuirse a la carencia de Fe (WHO, 2001).

Las consecuencias negativas de la anemia ferropénica en el desarrollo
cognoscitivo y fisico de los nifios y la productividad laboral de los adultos son motivo
de gran preocupacion (Stoltzfus, 2001). Asi, la alta prevalencia de anemia en los
pacientes quirargicos puede aumentar el riesgo de morbilidad y mortalidad

postoperatoria (WHO, 2003).

De acuerdo con la OMS/WHO, la anemia se define como un nivel de
hemoglobina inferior a 130 g/L en hombres y menos de 120 g/L en mujeres (Ania y
col., 1997). La secrecién de eritropoyetina aumenta cuando los niveles de hemoglobina
descienden por debajo de 120 g/L, indicando que esos niveles de hemoglobina son

necesarios para una oxigenacion optima de los tejidos (Gabrilove, 2000).

La anemia por deficiencia de Fe se caracteriza por la reduccion o ausencia de
depdsitos de Fe, baja concentracion de Fe sérico, baja saturacion de transferrina, una
concentracion de hemoglobina baja y una reduccion del hematocrito. Inicialmente, los
depdsitos corporales de Fe, la ferritina y la hemosiderina decrecen, mientras que el
hematocrito y la hemoglobina permanecen normales. Después de esto, disminuye el
nivel de Fe sérico y de forma paralela aumenta la capacidad de fijacion de Fe,
reduciéndose el porcentaje de saturacién de la transferrina. Consecuentemente, hay una
répida reduccion de las células rojas en la circulacion. Este estado se conoce como

“deficiencia de Fe sin anemia”. La anemia por deficiencia de Fe es un estado mas
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avanzado de hiposiderosis, caracterizado por baja concentracion de hemoglobina y
descenso de hematocrito, con cambios en la citologia y morfologia del eritrocito, los
cuales dan lugar a hematies microciticos e hipocromicos, ademas de una disfuncién del

transporte de oxigeno (Hercberg y Galan, 1992).

Una insuficiente ingesta de Fe biodisponible con la dieta es una causa
importante de la deficiencia de Fe y en todo el mundo se estan realizando
intervenciones orientadas a proporcionar suplementos de Fe a sectores especialmente
vulnerables de la poblacion, en particular a las mujeres embarazadas. Los enfoques
basados en la alimentacion para aumentar el aporte de Fe mediante la fortificacion de
alimentos y diversificacion nutricional son estrategias sostenibles para prevenir la
carencia de este mineral y la anemia ferropénica en la poblacion en general (WHO,

2003).

2.1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ANEMIA FERROPENICA

NUTRICIONAL

La enfermedad puede manifestarse de muy diversas formas: con una importante
deplecion de Fe, incluso con anemia moderada, en una persona asintomatica; con
signos iniciales atribuibles a un proceso oculto; o el paciente que acude al médico por
primera vez con molestias inespecificas atribuibles a la anemia, tales como fatiga,
disminucion de la capacidad para efectuar ejercicio, debilidad, palpitaciones,

irritabilidad y cefalalgia (Branda, 2000).
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Las manifestaciones clinicas son debidas en parte a la anemia y en parte a la
falta de Fe tisular; en cuanto a los sintomas y signos por anemia, los hallazgos suelen
ser inespecificos e insidiosos y corresponden més al sindrome anémico que acompafia a
la enfermedad, con palidez, fatiga y palpitaciones. La mayoria de las veces es la anemia
la que obliga al paciente a solicitar la consulta medica, teniendo en cuenta que por regla
general dicha anemia suele ser moderada y se transforma en severa cuando estd

complicada con otra causa, como la infeccion por anquilostoma (Massey, 1992).

El examen fisico revela palidez de leve a intensa; efectos cardiovasculares
atribuibles a la anemia como soplos sistolicos y en algunos pacientes, insuficiencia

cardiaca congestiva.

El bazo se encuentra discretamente aumentado en sujetos con anemia severa y
de larga duracion. La esplenomegalia es debida al incremento en el proceso de
destruccién de los glébulos rojos, por disminucion de la supervivencia eritrocitaria y

aumento de la captacion de Cr por el bazo (Lee, 1993).

En cuanto a los sintomas y signos por falta de Fe tisular se puede presentar; la
“pica” o sea el deseo irrefrenable de ingerir sustancias comestibles de escaso o nulo
valor nutricional, tales como almidon, hielo, tierra o arcilla, la cual mejora rdpidamente
con el inicio de la ferroterapia; la glosodinia (dolor en la lengua, causado por una
inflamacién aguda o crénica) y queilitis (lesiones labiales inflamatorias que cursan con
dolor) en los angulos de la boca. Ademas se encontraran los llamados “signos de
deficiencia histica de Fe” perfectamente correlacionados con los niveles bajos de

ferritina sérica y que son: la depapilacion de los bordes de la lengua y en casos severos
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con lengua lisa; el cabello seco, quebradizo y facilmente desprendible, y las ufias
delgadas, quebradizas con onicoquisis (aumento de estriacion transversal de las ufias) y
en casos avanzados aparece la verdadera coiloniquia (ufia en cuchara) (Punnonen y col.,

1997).

Entre otros hallazgos que pueden presentarse en los pacientes con deficiencia de
Fe merecen mencion especial los siguientes: los nifios con anemia ferropénica de larga
duracién, experimentan cambios en el esqueleto muy semejantes a los observados en la
anemia hemolitica, debido a la expansion de la medula 6sea, pudiendo observarse
disminucion del espesor de los huesos planos y aumento de tejido esponjoso; el sistema
neuromuscular estd por lo general poco afectado, pero se pueden presentar dolores
neuralgicos, trastornos vasomotores y sensacion de frio; por otra parte se puede afectar
también el funcionamiento en aquellos tejidos de bajo recambio celular, por lo que estos
niflos con deficiencia de Fe , con edad inferior a 4 afios pueden presentar estados

apaticos o de irritabilidad, asi como también trastornos para el aprendizaje (Oski, 1993).

En los adultos puede presentarse disfuncion de algunos sistemas donde el
recambio celular es acelerado, asi se ha demostrado tanto en animales como en humanos
que la deficiencia de Fe disminuye la capacidad muscular para el trabajo ya que la
disfuncion de las enzimas oxidativas, especialmente la alfa glicerolfosfatasa impide la
produccion de energia celular, aumenta la cantidad de &cido lactico y acelera la fatiga
muscular. Es importante sefialar que esto ocurre cuando hay hipoxia, tanto por la

presencia de la anemia como la disminucion enzimatica antes sefialada.
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La fatiga muscular se puede demostrar por pruebas clinicas de ejercicio
muscular y en trabajos fisicos que requieran fuerte e intenso trabajo muscular. La
susceptibilidad a las infecciones en pacientes con deficiencia de Fe favorece el
crecimiento de las bacterias, y en la préctica clinica quienes han recibido Fe parenteral
para el tratamiento de la anemia por deficiencia de Fe, las infecciones son mas
frecuentes y severas que en aquellos que no han recibido tratamiento (Swain y col.,

1996).

Recientemente se observado en asociacion con la deficiencia de Fe un aumento
en la eliminacion urinaria de catecolaminas, un aumento en la sangre de la fenilalanina
y de la adeniltirosina hidroxilasa con la disminucion de la sintesis del ADN. La
eliminacion de las catecolaminas por la orina estd relacionada con alteraciones en la
termorregulacion, asi en los casos donde la deficiencia de Fe se acompafia de anemia
severa, los sujetos experimentan una disminucion de la temperatura corporal. Se ha
sugerido, que durante ese proceso, el sujeto pierde calor y como consecuencia de ello se
aumenta el consumo de oxigeno y los niveles de norepinefrina en el plasma (Hillman y

Ault, 1995).

La biopsia de estdbmago practicada en anemia por deficiencia de Fe ha
demostrado que en el 75% de los casos se presentan diversos grados de gastritis,
acompafiada de disminucion de la secrecion géstrica, ademas se ha observado en los
nifios, pero no en adultos, malabsorcion intestinal (Oski, 1993).

En los estudios de laboratorio para el diagnostico de la ferrodeficiencia,

aparecen de forma general las siguientes alteraciones hemaéticas:
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- Hemoglobina: inferior a 130 g/L en el hombre y 120 g/L en la mujer

- Hematies: hipocromicos y microciticos (VCM < 80 fL)

- Fe sérico: inferior a 11 mmoles/L

- Porcentaje de saturacion de transferrina: inferior al 16%

- Capacidad de fijacion de Fe (TIBC): superior a 70 mmoles/L

- Ferritina: inferior a 40 mmoles/L

-Sideroblastos (tincidn de Perls): No existe Fe tefiible en aspirado de médula

-Otros datos: nucleos de neutréfilos hiperpigmentados y plaquetas elevadas.

Hay 2 métodos en laboratorio de identificacion de la ferrodeficiencia; screening
de niveles de Fe en eritropoyesis y evaluar el estatus de Fe en los tejidos. Los tests mas
novedosos incluyen porcentaje de eritrocitos hipocromicos, contenido de Hb en

reticulocitos, y sintesis de receptores de transferrina (TfRs) (Beutler y col., 2003).

Figura 1. Frotis de paciente anémico, con hematies microciticos e hipocromicos.
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2.14. TRATAMIENTO DE LA FERRODEFICIENCIA. SOBRECARGA ORAL

DE HIERRO

El suplemento de Fe oral ha sido utilizado como tratamiento de eleccion en la
ferrrodeficiencia con preferencia sobre el tratamiento con Fe parenteral. La mayor
dificultad que presenta el tratamiento con Fe oral (sobrecarga oral de Fe), es que puede
causar nauseas y molestias epigastricas a corto plazo tras su ingestion. Estos sintomas
varian en proporcion a la concentracion de Fe ionizable en la parte alta del tracto
gastrointestinal y puede ser reducida si se acomparia de la ingesta de alimentos, como es

comunmente consumido (Cook, 2005).

Las 3 principales estrategias para corregir la ferrodeficiencia en la poblacion son:

- Educacion en buenas practicas dietarias, combinando la modificacion y

diversificacion de la dieta que mejora la ingesta de alimentos, es decir, su asimilacion y

biodisponibilidad.

-Suplementacién con Fe; usualmente en grandes dosis farmacoldgicas,

independientemente de la ingesta alimentaria.

-Fortificacion con Fe en los alimentos. Hoy en dia la biofortificacion es usada en

cultivos o por aplicacion de ingenieria genética.

11
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La suplementacion con Fe, es mas caracteristica en cierto grupo de pacientes de
alto riesgo, (por ejemplo; embarazadas, cuando los niveles de Fe son bajos) y resulta ser

muy efectiva (Baltussen y col., 2004).

Las sales de ién ferroso, como sulfato ferroso y gluconato ferroso, son las
formas preferentes de Fe oral, por su bajo costo y alta biodisponibilidad (Cook, 2005).
La terapia estandar para la anemia por deficiencia en Fe en adultos es 300 mg en un

comprimido de sulfato ferroso (60 mg de Fe) 3 6 4 veces al dia.

La absorcion de Fe, es mejor cuando se administra con el estomago vacio,
aungue puede provocar nauseas y dolor epigastrico. Si este tipo de efectos se acentuan,
se disminuird la dosis o se administrard entre las comidas, ya que la ingesta de
alimentos reduce la absorcion del Fe medicinal en 2/3 partes (Cook, 2005). Otra
alternativa es suministrar Fe oral cada pocos dias; este régimen podria incrementar la
absorcion de una fraccion de Fe (Cavalli-Sforza y col., 2005). Para asegurar que hay
una respuesta al tratamiento, la anemia debe ser monitorizada. La causa més frecuente

del fallo del tratamiento, es el incumplimiento terapéutico.

Puede aparecer reticulocitosis a los 4 dias de tratamiento y alcanza un maximo
entre los 7 y 10 dias. Posteriormente aparece un aumento del hematocrito y la
concentracion de hemoglobina. La terapia debe continuar durante 2 a 3 meses después

de la correccién de la anemia para reponer los depoésitos del Fe del organismo.
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Estudios aportados por la OMS en Asia, para mujeres y nifios en edad de
crecimiento, revelan que los suplementos de Fe y &cido félico cada semana, mejora el

Fe nutricional y reduce la anemia por ferrodeficiencia (Cavalli-Sforza y col., 2005).

En los paises industrializados, la suplementacién con Fe en embarazadas es
ampliamente defendido por las evidencias de los resultados beneficiosos para la madre y
el feto, incrementa el peso del recién nacido y reduce las incidencias de los partos
prematuros, pero no afecta a la prevalencia de la anemia en el tercer trimestre de

gestacion (Cogswell y col., 2003; Siega-Riz y col., 2006).

La carencia de suplementos de Fe en nifios de paises tropicales, muestra una alta
transmision de malaria asociada con un incremento de infecciones (Oppenheimer, 2001,
Gera y Sachdev, 2002). Un reciente estudio de la OMS/WHO, sitla la importancia de la
suplementacion con Fe y &cido fdlico en nifios con anemia y riesgo de ferrodeficiencia,

y coincide con la proteccion de malaria y otras infecciones (WHO, 2007).

La fortificacion con Fe es probablemente, mas usada, por ser sostenible y tener
un coste efectivo en el control de la deficiencia de Fe (Baltussen y col., 2004; WHO,
2006; Laxminarayan y col., 2006). La fortificacion de alimentos con Fe es més dificil
que con otros minerales. Los compuestos de Fe méas biodisponibles son solubles en agua
o0 acidos débiles, sin embargo, reacciona con otros componentes alimentarios causando
mal sabor y cambio de color, ademéas de tener un gran poder de oxidacion lipidica
(Hurrell, 2002). Por esta razon, las formas menos solubles de Fe y por tanto menos
biodisponibles, son siempre seleccionadas para fortificar y evitar los cambios

organolépticos indeseables.

13
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La fortificacion con bajas cantidades de Fe, se aproxima mas a las condiciones
fisioldgicas, que la suplementacion, por lo que podria ser una intervencion satisfactoria

en pacientes con una anemia ferropénica no severa (WHO, 2006; WHO, 2007).

La fortificacion con Fe en la leche y cereales no incrementa la morbilidad
relacionada con infecciones en nifios menores de 18 meses (Oppenheimer, 2001). En
este sentido, la fortificacion no causa efectos adversos visibles y de forma significativa

protege contra las infecciones del tracto respiratorio (Gera y Sachdev, 2002).

El Fe parenteral estd indicado principalmente en caso de hemorragia,
intolerancia al Fe oral o malabsorcioén intestinal, detectando un incremento de Fe sérico

tras 1 0 2 horas de la ingesta de 60 mg de Fe como sulfato ferroso.

Hasta hace poco el Fe-dextrano has sido la principal forma disponible de Fe
parenteral. EI mayor inconveniente del Fe-dextrano son las reacciones anafilacticas,
ademas de otros efectos secundarios como dolor muscular, articular y dolor de cabeza,
en un 10% de los pacientes tratados. Estos sintomas son calmados con antiinflamatorios

(Beutler y col., 2003).

Los productos orales de Fe se han abandonado en pacientes con enfermedad
renal, que ahora son tratados con eritropoyetina. Los efectos adversos mas frecuentes
durante el tratamiento en pacientes con hemodiélisis son: hipotensién, calambres y

nauseas (Nissenson y col., 2003).
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2.1.5. PATOLOGIAS RELACIONADAS CON LA SOBRECARGA DE HIERRO

2.1.5.1. CAUSAS DE LA SOBRECARGA DE HIERRO

El exceso de absorcion intestinal de Fe, por lo general es el resultado de
alteraciones hereditarias del metabolismo de dicho mineral, pero el Fe presente en
ciertos preparados farmacolégicos, también puede conducir a largo plazo a un exceso
de Fe en el organismo. La fuente parenteral que conduce a la sobrecarga de Fe incluye
transfusiones de sangre y en menor medida la terapia con Fe-dextrano. En algunas
situaciones (por ejemplo en B-talasemia) pueden coexistir tanto la absorcion elevada de

Fe, como la carga de Fe por transfusion.

La sobrecarga de Fe por estos trastornos puede ser clasificada como primaria o
secundaria, dependiendo del mecanismo subyacente (Pietrangelo, 2006). A
continuacién, se muestran los principales trastornos clinicos de sobrecarga de Fe

(Anderson, 2007):

Sobrecarga primaria:
- Hemocromatosis ligada al gen de HFE (Tipo 1).
- Hemocromatosis ligada al gen de TfR2 (Tipo 3).
- Hemocromatosis ligada al gen de a FPN (Tipo 4).
- Hemocromatosis Juvenil (ligada al gen de HJV) (Tipo 2A).

- Hemocromatosis Juvenil (ligada al gen de hepcidina) (Tipo 2B).

15
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Sobrecarga secundaria:
- Eritropoyesis ineficaz (p.¢j. B-talasemia, anemia asideroblastica).
- Anemia hemolitica crénica (déficit piruvato quinasa, anemia falciforme).

- Anemia hipoplasica (fallo renal crénico, anemia apléasica).

Otros tipos:
- Sobrecarga de Fe farmacoldgica (iatrogénica).
- Sobrecarga africana.
-Atransferrinemia hereditaria.
-Aceruloplasminemia hereditaria.
- Hemocromatosis neonatal.
- Transtorno hepético cronico.

- Porfiria cutanea tardia.

2.1.5.2. HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA

Los primeros estudios de Hemocromatosis fueron realizados por Recklinghausen
en 1889, determinando las condiciones clinicas de lo que se dio en llamar “cirrosis en
diabetes de bronce” (Camaschella y col., 2002). La clonacién del gen HFE (Feder,
1996) y la comprension de su interaccion con otras proteinas implicadas en el

metabolismo de Fe han ayudado al estudio molecular de los procesos de la enfermedad.

La sobrecarga de Fe primaria (hereditaria) es resultado de la absorcion
aumentada de Fe procedente de la dieta en el intestino. En algunos casos se produce por

alteracion de la sintesis de ferroportina y su redistribucion de Fe en los tejidos.
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El tipo mas comln de sobrecarga primaria de Fe es la hemocromatosis ligada al
gen de HFE (Tipo 1) (Pietrangelo, 2002; Pietrangelo, 2006). Este trastorno autosémico
recesivo es comunmente causado por una mutacion homocigética del gen HFE en el
cromosoma 6 conduciendo a la sustitucion de C282Y. Este tipo de hemocromatosis
HFE es particularmente frecuente en las poblaciones del norte europeo (Bomford,

2002).

Otros trastornos genéticos menos comunes, de sobrecarga primaria de Fe son
resultado de mutaciones en los genes que codifican la TfR2, hepcidina, y hemojuvelina,
pero todos siguen un modelo similar de depdsito de Fe en los tejidos (Bomford, 2002;

Pietrangelo, 2006).

Esta sobrecarga de Fe en ultima instancia puede conducir al dafio del 6rgano de
forma irreversible con complicaciones como la cirrosis hepética, diabetes, disfuncion
cardiaca y la artritis (O’Neil y Powell, 2005). Un rasgo comin de cada uno de estos
trastornos es que los niveles de hepcidina son bajos en relacién con la carga de Fe en el
organismo y esto puede explicar la absorcion aumentada de Fe asociada con estas

condiciones.

La absorcion intestinal de Fe aumentada con una eritropoyesis ineficaz implica
una situacion paraddjica de anemia con sobrecarga Fe y esta condicion se agrava por la
transfusion de eritrocitos. Las anemias mas comunes que conducen a la sobrecarga de
Fe son las formas intermedias y mayor de B-talasemia, y anemias raras que incluyen la
anemia congénita diseritropoyética, la anemia siderobléastica ligada al cromosoma X y

anemias debidas a mutaciones en el transportador de metales divalentes 1 (DMT1)
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(Papanikolaou y col., 2005). El hecho de que la eritropoyesis conduzca a un aumento
de la absorcion de Fe, parece suprimir en estas condiciones la sintesis de hepcidina
como se hace evidente por los bajos niveles urinarios de hepcidina en estos pacientes

(Kearney y col., 2007).

La hemocromatosis FPN tiene un aspecto histoldgico diferente, pero con las
mismas consecuencias patoldgicas, esta es la forma mas comin de hemocromatosis no-

HFE (Franchini, 2006).

La sobrecarga de Fe secundaria, es resultado principalmente del Fe acumulado
como consecuencia de las transfusiones de sangre que son administradas para tratar las
enfermedades del sistema eritroide (Gabutti y Borgna-Pignatti, 1994). Estas
enfermedades incluyen aquellas asociadas con eritropoyesis ineficaz (p.ej. p-talasemia,
anemia siderobléstica), anemias hemoliticas cronicas (p.ej. deficiencia de piruvato
quinasa, anemia falciforme, o anemias hipoplésicas, insuficiencia renal crénica, anemia
aplésica). Mientras que la transfusion es por lo general la fuente principal de exceso de
Fe en estas condiciones, en algunos casos, por ejemplo en la B-talasemia, hay también
absorcion excesiva de Fe. La sobrecarga cronica de Fe debida a transfusiones
sanguineas conduce a una significativa morbilidad y a la temprana mortalidad a no ser
que se administre una adecuada terapia de quelacion. ElI mesilato de deferoxamina
(Desferal®) es el compuesto de eleccion para la terapia de quelacion de Fe y debe ser

administrada por via subcutanea o intravenosa. (Delea y col., 2007).

Hay también formas mixtas de sobrecarga de Fe de etiologias variables, pero la

mayor parte de estas son raras. Estas incluyen la sobrecarga farmacolégica de Fe, la
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hemocromatosis africana, las enfermedades raras que afectan a la sintesis de proteinas
plasméaticas como la atransferrinemia congénita y la aceruloplasminemia, la
hemocromatosis neonatal, la siderosis asociada con la enfermedad hepatica cronicay la

porfiria cutanea tardia (Anderson, 2007).

La enfermedad que conduce a la sobrecarga de Fe primaria 0 Hemocromatosis
hereditaria (HH) parece ser mediada por acontecimientos mutacionales en cuatro genes
que conducen a alteraciones en la adquisicién de Fe. Segun la mutaciéon en uno a varios
genes implicados en la homeostasis del Fe y la presentacion clinica de sintomas, la HH

puede ser clasificada en cuatro fenotipos.

- El tipo 1 HH con trastorno de sobrecarga de Fe mas comun, que ocurre debido
a mutaciones en el gen HFE. La proteina principal de histocompatibilidad transcrita por
este gen forma un complejo con B-2-microglobina (Feder y col., 1996). Dos mutaciones
predominantes en este gen (Feder, 1997) interfieren con su capacidad de union al
complejo con B-2-microglobina y también cambian la unién con TfR1. El papel y la
participacion de hepcidina en la regulacion de este complejo no estan bien dilucidados.
En este tipo de hemocromatosis, la absorcién aumentada de Fe y la eliminacion de Fe
en el higado, corazén, pancreas y la piel, conduce tarde o temprano a cirrosis hepatica,

fibrosis y diabetes.

-El tipo 2 HH se caracteriza por una disfuncién cardiaca y endocrina severa,
debido a la sobrecarga aumentada de Fe que conduce a la mortalidad antes de los 30
afios, y también conocida como Hemocromatosis juvenil. Las mutaciones en la

hepcidina (HAMP) y hemojuvelina (HJV o HFE2) estan implicadas en el desarrollo de
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la enfermedad. El HJV actGa como co-receptor para la morfoproteina 6sea (BMP) y por
este mecanismo regulador aumenta la sintesis de hepcidina que conduce a la sobrecarga

de Fe.

-El tipo 3 HH causada por mutaciones en TfR2, un homologo de TfR1, con una
distribucion tisular limitada. La sobrecarga de Fe en esta enfermedad es lenta y no fatal.
Los estudios sobre TfR2 apuntaron que mutaciones génicas en ratones parecen estar
asociadas con la produccion disminuida de hepcidina y en consecuencia la sobrecarga

de Fe (Domenico y col., 2008).

-El cuarto tipo de HH es debido a mutaciones en el gen de la ferroportina. Con
dos fenotipos: la acumulacién de Fe en macrofagos y baja saturacion de transferrina,
eritropoyesis limitada o aumento en la acumulacion de Fe hepatico y alta saturacion de
transferrina. Estudios en ratones con mutaciones génicas indicaron que la proteina
ferroportina mutada, no hace posible el transporte de Fe en la superficie celular,
sobrecargando al macrofago (Feder y col., 1998; Liu y col., 2005). Esta mutacion
provoca una resistencia a la entrada inducida por la hepcidina y conduce a una mayor

acumulacion de Fe en los hepatocitos (Drakesmith y col., 2005).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la hepcidina (Nadadur y col., 2008):

Sobrecarga de Fe:
disminuye la absorcién de Fe y
liberacion de los depésitos

Reguladores eritropoyéticos
Reguladores inflamatorios %

Reguladores de los depositos
Reguladores de hipoxia

Deficiencia de Fe:
Aumenta la absorciéon de Fe y
liberacion de los depdsitos

La Hepcidina, es un péptido de 25 aminoéacidos, que juega un papel critico en
los mecanismos homeostaticos del Fe, siendo regulado hormonalmente por la expresion
inducida/inhibida de hepcidina en los hepatocitos, y por consiguiente sus niveles en el
suero son cada vez mas reconocidos como un punto clave para mediar la informacion de
diversas sefiales para la absorcion de Fe (eflujo de enterocitos/macréfagos) y la
interaccion de transferrina (Tf) unida al Fe con el receptor transferrina (TfR) sobre la
membrana celular. Asi en la sobrecarga de Fe (inducida o hereditaria), en la deficiencia
de Fe debido a la baja ingesta alimentaria, 0 en anemia crénica, diversas sefiales
modulan la sintesis de hepcidina en el higado y la nivelan en el suero (Nadadur y col.,

2008).
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2.1.5.3. MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL HIERRO

En situacion de hemocromatosis y otros estados de sobrecarga de Fe, la
capacidad de saturacion de transferrina puede ser excedida, y por lo tanto se produce un
marcado aumento de la proporcion de Fe libre en el plasma. EI Fe no unido a
transferrina (Hider, 2002; Esposito y col., 2003) puede alcanzar altas concentraciones
(hasta 20 uM en algunas condiciones patoldgicas), y es eliminado muy rapidamente del
plasma por el higado y otros 6rganos (Craven y col., 1987). En consecuencia, hay una
acumulacion progresiva de Fe en estos tejidos que puede llegar a la toxicidad (Breuery
col., 2000). Se piensa que el Fe no unido a transferrina en el plasma no es
excesivamente toxico, pero su componente inestable entra en las células y es

potencialmente dafino (Esposito y col., 2003).

Esposito y col. (2003) han definido el Fe labil en plasma, como la forma no
unida a transferrina que tiene actividad redox, es quelable, y capaz de entrar en los
6rganos e inducir sobrecarga de Fe en los tejidos. Ademas, el Fe labil intracelular

puede proceder de la degradacion de la transferrina.

La capacidad del Fe labil para catalizar la formacién de radicales de oxigeno,
sumamente reactivos es la base de su toxicidad celular, ya que estos radicales pueden
dafiar una amplia gama de macromoléculas celulares (Gutteridge, 1995). Aunque las
especies reactivas del oxigeno (EROs) sean perjudiciales, también son generados

durante el metabolismo normal en mitocondrias y peroxisomas.
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En condiciones normales el organismo utiliza una gama de estrategias de
defensa para protegerse ante la acumulacion excesiva de EROs y sus efectos. Estos
incluyen varias enzimas antioxidantes que degradardn las EROs, procesos de
reparacion (p.ej. Reparacién del ADN), y mecanismos de almacenaje de Fe (Halliwell y
Gutteridge, 1995). El almacén de Fe intracelular dentro de la transferrina y
hemosiderina es particularmente importante para secuestrar el Fe en su forma no tdxica

(Orino y col., 2001).

Varias EROs incluyendo el anién superoxido, el radical hidroxilo, alcoxilo,
peroxilo, acido hipocloroso, y peroxinitrito, cuando no se mantienen controlados
producen dafios en procesos celulares atacando al ADN, proteinas y lipidos. El principal
dafio es la peroxidacion de lipidos de membrana y orgéanulos celulares. El radical
hidroxilo es muy reactivo y puede atacar a la mayor parte de biomoléculas, pero los
radicales derivados del hidroperoxido son también muy importantes en la produccion de

peroxidacion lipidica (Gutteridge, 1995).

2.1.5.4. CONSECUENCIAS DE LA SOBRECARGA DE HIERRO

El Fe tiene la capacidad de aceptar y donar electrones facilmente, por su
conversién entre férrico (Fe**) y ferroso (Fe?*). Esta capacidad hace que sea
fisiologicamente indispensable, ya que participa en el metabolismo oxidativo,
crecimiento y proliferacion celular, asi como en el transporte (hemoglobina) y
almacenamiento de oxigeno (mioglobina). Sin embargo, el Fe también es
bioquimicamente peligroso, por su interaccion con el oxigeno, catalizando la conversion

a peroxido de hidrégeno y a radical superdxido, mediante su participacién en las
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reacciones de Fenton y Haber-Weiss, que terminan generando radicales hidroxilos que
inducen riesgos para las membranas celulares, proteinas y ADN, provocando la
fragmentacion y desestabilizacion de la doble hélice (Fiers y col., 1999; Haliwell, 2001;
Soule y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008). Por otra parte, (Cragg y col., 1998)
examinaron los efectos del perdxido de hidrégeno en células HepG2. Ellos demostraron
que la sobrecarga de Fe incrementaba enormemente el dafio en el ADN inducido por
peréxido de hidrégeno y que un quelante de Fe (desferritiocina) ejercia un efecto

protector en las células, confirmando el efecto genotoxico del Fe.

Existe controversia en la comunidad cientifica acerca de la susceptibilidad de las
celulas al dafio oxidativo en situacion de anemia por deficiencia de Fe: algunos autores
establecen que no existen diferencias en la susceptibilidad a la oxidacion de pacientes
con anemia en comparacion con individuos sanos (Acharya y col., 1991; Isler y col.,
2002), pero otros defienden que la produccién de sustancias oxidantes estaba
incrementada y los sistemas antioxidantes se encontraban disminuidos, por tanto, el
equilibrio oxidativo/antioxidante estaba desequilibrado hacia la zona oxidativa en
pacientes con anemia ferropénica (Vives Corrons y col., 1995; Kumerova y col., 1998;

Aslan y col., 2006).

Las condiciones patoldgicas, el metabolismo del Fe y el del radical superéxido
estan intimamente vinculados. Cada uno puede exacerbar la toxicidad de los demés. La
sobrecarga de Fe puede amplificar los efectos nocivos de la sobreproduccién del radical
superoxido. Ademas, el estrés oxidativo cronico puede modular la absorcion del Fe y su
almacenamiento, lo que puede llevar a efectos citotoxicos y mutagénicos (Emerit y

col., 2001).
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El estrés oxidativo resulta de un desequilibrio entre la formacion y
neutralizacion de prooxidantes y se impone en la célula como resultado de uno de los
siguientes factores: un incremento en la generacion de agentes oxidantes (radicales
libres), una disminucién de los sistemas de proteccion antioxidante o un fallo en la
reparacion del dafio oxidativo (Fiers y col., 1999; Haliwell, 2001). La alteracion del
balance prooxidante/antioxidante se considera también un factor importante en el dafio
oxidativo a las moléculas, causando roturas y desestabilizacion de las membranas

celulares (Aust y Eveleigh, 1999; Soule y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008).

Los radicales libres son especies quimicas con electrones desapareados que les
confieren gran reactividad quimica, hecho que les conducira a interactuar rapidamente
con cualquier molécula bioldgica con la que entren en contacto. Por su avidez para
aceptar electrones de las moléculas diana, los radicales libres pueden modificar la
estructura y/o la funcion de éstas, pudiendo actuar asi sobre componentes estructurales
como la membrana plasmaética y sobre procesos criticos intracelulares, entre los que se
incluyen la maquinaria genética y diversos procesos enzimaticos (Halliwell y Chirico,

1993; Cheeseman y Slater, 1993; Liu y col., 2002).

El higado y el corazon son los objetivos principales del dafio inducido por las
especies reactivas catalizadas por Fe, pero otros 6rganos como el pancreas y 6rganos
endocrinos son también sensibles a los efectos toxicos del Fe (Anderson y col., 2001,

O’Neil y Powell, 2005).

25



26

Antecedentes Bibliogréaficos

El higado es el principal 6rgano de almacén de Fe en el organismo, y no es
sorprendente la hepatotoxicidad como una consecuencia principal de la sobrecarga de
Fe (Ramm y Ruddell, 2005). El dafio que el Fe produce en higado puede conducir a

fibrosis y cirrosis y, en casos avanzados, al cancer de higado.

En el corazoén, la formacion de radicales hidroxilo inducidos por Fe no unido a
transferrina causa una disfuncion en la cadena respiratoria mitocondrial que conduce al
paro cardiaco (Anderson y col., 2001). Los efectos cardiacos mas destacados (p.ej.
hipertrofia, degeneracién de fibra, arritmias, y el paro cardiaco congestivo) tienden a ser
vistos en situaciones donde hay carga muy rapida de Fe. Por ejemplo, complicaciones
cardiacas son mas comunes en las formas agresivas juveniles de hemocromatosis que en
el inicio adulto de la enfermedad HFE, y el dafio cardiaco a menudo acompafian la

sobrecarga de Fe transfusional.

La sobrecarga de Fe también afecta el sistema endocrino, en particular la
glandula pituitaria y las glandulas tiroides/paratiroides. La disfuncion gonadal es una

consecuencia secundaria de la sobrecarga de Fe en la glandula pituitaria anterior.

La artritis es también muy comun en la sobrecarga de Fe y, en algunos casos hay

una sensibilidad aumentada a ciertas infecciones.

Otros factores que contribuyen al grado de dafio en los tejidos estd relacionado
con la velocidad de acumulacion de Fe (la carga répida es méas perjudicial que la carga
lenta), la duracion de Fe elevado, el equilibrio de la sobrecarga entre el parénquima

(siendo estas células mas susceptibles al dafio oxidativo) y la carga de la célula
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reticuloendotelial , la presencia de otros factores que causan dafios hepéaticos (p.ej.

hepatotoxinas como el alcohol y la hepatitis viral en el higado) y niveles de ascérbico.

2.1.6. 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 dafar 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 est4d 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 desempefia 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 estd en contacto con los pulmones, y liberar
posteriormente este oxigeno segun las necesidades a través de su circulacion por los
distintos tejidos. 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).
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-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 crénica de pulmdén) 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 produccion 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 degradaciéon. 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 By
formen un factor de transcripcion activo, que es capaz de entrar en el ndcleo 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,
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presentes en practicamente todas las células, ejercen su funcion en la cadena de
transporte electrénico mitocondrial, transfiriendo electrones y almacenando energia
gracias a las reacciones de oxidacion y reduccion del Fe. Numerosos xenobidticos
insolubles en agua y moléculas organicas 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 perdéxido de hidrégeno, una especie reactiva del oxigeno altamente

perjudicial, convirtiéndola en agua y oxigeno (Brody, 1999).

-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 neutrofilos para destruir a bacterias patégenas y otros microorganismos,

consiguiendo asi eliminar los agentes patdgenos (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 &cido desoxirribonucleico (Beard, 2001). Se ha
observado en ferrodeficiencia un aumento en la eliminacién 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 Ault, 1995).
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-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 encefélicas 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 disminucion del receptor D2 de la dopamina,
asociado con alteracion del catabolismo de las aminas bidgenas como la serotonina y el
de opiopéptidos enddgenos. 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 m&ximo 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).

2.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE HIERRO Y BIODISPONIBILIDAD

La biodisponibilidad est4 definida como la eficiencia con la cual el Fe obtenido
de la dieta es utilizado biol6gicamente (Wienk y col., 1999), depende del tipo de Fe que
se suministre en los alimentos, de la cantidad del mismo, de la combinacion de
alimentos en una comida, el estado nutricional del Fe y de algunos eventos que
requieran modificar la movilizacion de Fe entre los tejidos o la absorcion del mismo

como: la eritropoyesis aumentada, la hipoxia y las infecciones (Hallberg, 1981; Raja y
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col., 1988; Lynch, 1997; 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 absorcién 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 depdsitos del organismo. Una baja cantidad de Fe en los depdsitos implica una
mayor tasa de absorcién. 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 unico micronutriente cuya biodisponibilidad se puede determinar
directamente, lo que se logra mediante técnicas que cuantifican la cantidad de una dosis
de los is6topos radioactivos >>Fe o *°Fe, o bien de los is6topos 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).
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En la dieta humana, el Fe se encuentra como Fe hemo en las carnes, o0 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. EI 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 (Hallberg,

1981; Lynch, 1997; Sandstrom, 2001; Mirety col., 2003).

Potenciadores de la absorcién del Fe no hemo:

-Acido ascorbico (Vitamina C) y otros &cidos organicos; 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
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(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.

-Carne, pescado y aves: aparte de proporcionar Fe hemo altamente absorbible,
también potencian la absorcion de Fe no hemo. ElI mecanismo para favorecer la
absorcion de Fe no esta aun claro (Lynch, 1997; Food and Nutrition Board, Institute of

Medicine, 2004).

-El factor carne: En la década de los 60, Layrisse propuso que el consumo de
carnes a parte de contener Fe hemo aumentan la biodisponibilidad del Fe no hemo
(Layrisse y col., 1968). En base a este hallazgo se propuso que la proteina de origen
animal estaba implicada en este proceso. Sin embargo, estudios posteriores encontraron
que 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?*) (Hurrell y col., 1988; Emery, 1992;
Gaitan y col., 2006) por lo tanto, al efecto de las proteinas sobre la absorcion del Fe no
hemo se le conoce como "factor cérnico". Las proteinas de la carne ademas de proveer
Fe hemo (altamente absorbible) favorecen la absorcion de Fe no hemo promoviendo la
solubilidad del Fe ferroso. EI mecanismo mediante el cual el factor carnico aumenta la
absorcion del Fe no hemo se relaciona con el contenido de aminodcidos ricos en
histidinas y en enlaces sulfhidrilos de la proteina ingerida, por esto, las carnes con alto
contenido de actina y mucina son las que mas aumentan la biodisponibilidad; estos
enlaces, promueven la solubilidad del Fe** y ademas, facilitan la reduccién del Fe**

(Mulvihill y col., 1998).
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También se ha evaluado el efecto de la cisteina, un aminoacido rico en enlaces
sulfhidrilos, encontrandose aumento de la absorcion del Fe no hemo en estudios in vitro
(Baech y col., 2003). Para el caso del Fe hemo, se reconoce que cuando es consumido
en conjunto con proteinas su biodisponibilidad aumenta. Se especula que las proteinas
evitan la degradacion del anillo de protoporfirina en el lumen gastrico manteniendo
intacto al grupo hemo o bien participan en el mecanismo de captacion del grupo hemo

por el enterocito.

-Vitamina A: 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 combinacién de vitamina A con Fe se usa
para mejorar la anemia ferropénica. EI mecanismo mediante el cual estos dos
micronutrientes interaccionan no esta dilucidado, sin embargo se ha postulado que esta
vitamina es necesaria para la movilizacion de las reservas de Fe y para la reutilizacion
del mismo durante la hematopoyesis, (Bloem, 1995; Gaitan y col., 2006) por otro lado,
es posible que la vitamina A y los B-carotenos contribuyan en mantener 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 y col., 2006).

Inhibidores de la absorcién del Fe no hemo:

-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
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buena fuente de Fe, ya que también son ricos en fitatos (mioinositol hexafosfato)
(Hurrell, 2003). Este compuesto une eficientemente varios metales en el duodeno
inhibiendo su absorcion (Agte y col., 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 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 mioinositol hexafosfato genera los derivados
mioinositol pentafosfato, tetrafosfato, trifosfato, difosfato y monofosfato. Esta
degradacidn es catalizada por fitasas o por las temperaturas de coccion 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 fortificacion encaminados a
prevenir las deficiencias del Fe, se contempla la adicion de &cido ascorbico, debido a
que al promover la reduccién 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 &cido fitico), ademas 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 &cido 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).
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-Polifenoles (taninos): Estos compuestos presentes en ciertas frutas, verduras,
café, té y especias (orégano), pueden inhibir de forma notable la absorcién 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 Cay 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 disminucion 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 y col., 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 utilizacién digestiva y metabdlica de Fe y Ca en ratas adultas. Este estudio
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demostrd el efecto beneficioso de la leche de cabra, que favorece la utilizacién 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 solucién, 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, es probable que el
DMT1 también esté implicado en el efecto del Ca sobre la biodisponibilidad del Fe
hemo (Roughead y col., 2005). El Zn y el Fe no hemo compiten por el transportador
DMT1, por lo tanto, en teoria, existe una disminucion de la biodisponibilidad reciproca
entre ambos microminerales. Sin embargo, 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
(Whittaker, 1998; Arredondo y Nunez, 2005). Diaz-Castro y col., en 2009 encontraron
que el consumo de leche de cabra resultaba beneficioso dado su contenido en vitamina
C y D (Hartiti y col., 1994; 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). El efecto
del Cu sobre la biodisponibilidad del Fe es paraddjico, 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
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en la absorcidon 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 DMT1 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 aln 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 y col., 2006).

Tabla 1. Contenido en Fe de algunas fuentes alimentarias (modificado de Yip,

2000).

FUENTE RACION Fe (mg)

Tofu ' Y4 de bloque 6.22

Ostras 6 (medianas) 5.04

Patata con piel 4 patata, cocida 2.75

Riflones Y 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

2.2.1. UTILIZACION NUTRITIVA Y METABOLICA DE HIERRO

El Fe es un elemento traza esencial requerido para todos los organismo vivos y

es toxico en exceso. En la naturaleza hay un equilibrio que controla la cadena de
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entrada, transporte a los lugares que se necesita, y eliminacion del exceso de Fe. Debido
a la naturaleza del metabolismo y homeostasis del Fe, se integran mecanismos
especializados en mantener los niveles celulares del organismo. En estos mecanismos
implicados en la elevacion de los niveles de Fe en enterocitos, transporte a nivel de
membrana, y distribucion en los diferentes tejidos, coordinando la homeostasis es clave

la regulacion molecular y esta relacionada con la deficiencia o sobrecarga de Fe.

El papel y la participacion de varias proteinas y moléculas peptidicas en el
mantenimiento del equilibrio de la homeostasis del Fe, sugiere que la interrupcion o la
sobreexpresion de cualquiera de estas entidades puedan conducir a consecuencias de
salud significativas. Los estudios comparativos en animales transgénicos y ciertas
enfermedades genéticas humanas, implican mutaciones en HFE, TfR2, hepcidina, HJV,
IREG1, Tf, ceruloplasmina y ferritina en algunas patologias relacionadas con la
sobrecarga de Fe. Estas observaciones ayudan a un mejor entendimiento de los
mecanismos moleculares implicados en la sobrecarga heredada de Fe (Domenico y col.,

2008).

La alteracion de la homeostasis, como elevacién de los niveles de Fe, esta
relacionada con la patologia hemocromatosis hereditaria y enfermedad de Parkinson

debido a la influencia de factores medioambientales y estilos de vida (Rouault, 2006).

El Fe es un micronutriente por lo que debe ser ingerido en una cantidad
adecuada para la salud del organismo. Es necesario para la vida participando en

numerosos procesos metabolicos especificos para cada célula viva y formando parte de
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complejos moleculares y enzimaticos. A pesar de los bajos requerimientos en la dieta, la

deficiencia de Fe debido a la malnutricion es un problema de salud publica.

unido a hemoglobina de los hematies, 25% en el higado y el resto constituye mioglobina
y otras proteinas que contienen Fe. El contenido total de Fe en los hombres es de unos

50 mg/Kg, mientras que las mujeres tienen una proporcién ligeramente inferior

En un adulto el contenido de Fe es aproximadamente 4 g y un 50% de éste, esta

(Papanikolau y Pantopoulos, 2004).

2004).

Figura 3. Distribucion de Fe en el organismo (Papanikolau y Pantopoulos,
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Los mamiferos obtienen Fe exclusivamente de la dieta, mientras que el Fe hemo,
lo obtienen de la absorcién de hemoglobina y mioglobina, el Fe inorganico no-hemo
proviene de una muy amplia variedad en la dieta y éste se absorbe ineficazmente. La
ingesta humana es aproximadamente 12-18 mg/dia de la cual solo 1-2 mg es absorbido

(Crichton y col., 2002).

El estatus de Fe en el organismo es mantenido por la regulacién de la absorcién
y depdsito de este micronutriente, pero no es bien conocido el mecanismo corporal de

eliminacion de Fe.

2.2.2. REQUERIMENTOS

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 &cido 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/FAQ, 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
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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
destruccién 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 nifios 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 crecimiento postnatal mas acelerado. Esto hace que las reservas se agoten
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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 contintan 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 varén
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). ElI 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.
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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 depésito 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 perdidas en el
parto corresponden solo a 250-350 mg Fe. (WHO/FAOQ, 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 perdidas menstruales, y
que tienen una media de peso corporal, tienen los mismos requerimientos que los

hombres de su misma edad.

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. (Food and Nutrition Board, 2004).

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

se establecen en 45 mg/Kg de dieta de Fe (Reeves y col., 1993).
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Tabla 2. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de Fe (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004)

ETAPA = BJAYD) HOMBRE (mg/d) MUJER (mg/d)
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 Mas de 51 afios 8 8
Embarazo Todas las edades - 27
Lactancia 18 afios 0 menos - 10
materna
Lactancia Més de 19 - 9
materna

2.2.3. ABSORCION INTESTINAL Y TRANSPORTE DE HIERRO

El Fe de la dieta se absorbe principalmente en el intestino proximal, cerca de la

unién gastroduodenal. Tres caminos se proponen en el proceso de la absorcion. El Fe

inorganico no es eficientemente absorbido (Andrews, 1999a). Cada transportador de

membrana es especifico de un grupo de proteinas transportadoras y enzimas accesorias

gue cambian el estado de oxidacion del Fe facilitando el proceso de transporte.
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El Fe hemo es absorbido en los enterocitos por un transportador de proteinas 1
no identificado, el cual es reconocido por proteinas de membrana en el intestino
proximal, donde es absorbido el grupo hemo en su mayoria. Sin embargo, queda
incierto si algin grupo hemo podria atravesar las células intactas, dejando la accion a
través de los enterocitos por los transportadores de hemo, Berp/Abcg2 (Krishnamurthy

y col., 2007).

El Fe no hemo o Fe elemental de la dieta es solubilizado por el medio acido del
estomago y de la luz duodenal. EI Fe** es convertido a Fe?* por el citocromo-b (Dcyth),
es el primero en identificar la ferrorreductasa presente en la superficie apical de los
enterocitos. El incremento de la expresion de Dcytb en ferrodeficiencia indica su

importancia en la bomba apical de Fe (McKie y col., 2001).

El Fe?* es transportado a través de la membrana celular por el transportador de
metales divalentes 1 (DMT1), también son conocidos SLC11A2, NRAMP2y DCTL. El
DMT1 transporta otros metales divalentes como Zn, Mn, Co, Cu, Cd, Ni, Mg, etc.
(Andrews, 1999b; Mufioz y col., 2005), aunque es el Unico transportador de Fe
conocido en el intestino, expresado en los endosomas de todas las células y se mantiene
a través de las especies. El papel de DMT1 en la absorcidn intestinal es evidenciada por
estudios en anemia microcitica en una mutacién espontanea (G185R) en ratones y ratas
de Belgrade, se encontro la causa significativa de defectos en la absorcién intestinal de
Fe y su asimilacion por precursores eritrocitarios (Feming y col., 1998). Pero estos
estudios sugieren que el DMT1 no es esencial para la transferencia placentaria o
asimilacién de Fe por otros tejidos (Gunshin y col., 2005). Sin embargo, mutaciones en

el DMT1 observadas en humanos con anemia congénita no causo interferencia con la
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absorcion de Fe intestinal. Este efecto puede ser compensado con la eficaz absorcion del

Fe hemo, pero ha sido asociado con sobrecarga hepética de Fe.

Figura 4. Principales rutas de absorcion de Fe en los enterocitos (Mufioz y col.,
2009). [1: Ferroreductasa; 2: Transportador de Metales Divalentes 1 (DMT1); 3:
Proteina transportadora de hemo 1 (HPC1); 4: Hemo-oxigenasa;, 5: Exportador de
hemo; 6: Ferroportina (FPN, IREG-1); 7: Hefastina; 8: Receptor de Transferrina 1

(TFR1)].

Fe** Fe’* Fe hemo

Plasma

Fe** « , Fe hemo?

Enterocito

Fe* »| Transferrina

- Transporte de Fe al plasma:

La identificacion y la caracterizacion de numerosos modelos de transporte en
mutaciones espontaneas, muestran el fenotipo de la deficiencia o sobrecarga de Fe,
tiene gran importancia para entender el papel de las distintas proteinas involucradas en
el transporte de Fe. El Fe puede ser almacenado en el citosol unido a ferritina o

exportado al plasma por una proteina transportadora en la membrana basolateral.
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Simultaneamente y de forma independiente se identifico el transportador proteico,
conocido como proteina reguladora de Fe 1 (IREG1), Ferroportina 1 (FPN) o (MTP1)

(Abboud y Haile, 2000; Donovan y col., 2000; McKie y col., 2000).

También otra proteina la Hefastina es necesaria para el transporte del Fe en la
membrana basolateral. La hefastina estd ligada a oxidasas de Cu en el suero,
(ceruloplasmina), actuando como ferroxidasa (Vulpe y col., 1999). Las hipGtesis
actuales de difusion de Fe®* a través de la membrana basolateral es facilitada por la
proteina reguladora de Fe 1 (IREGL1)/ Ferrroproteina 1 (FPN)/ MTP1 y Hefastina, como
proteina de unién que promueve la oxidacion de Fe** a Fe** anterior a la liberacion del

transportador molecular.

El Fe** como forma més abundante encontrada en la sangre, se encuentra a la

apotransferrina en el plasma como complejo “Fe**-transferrina (Tf)”.

La Transferrina es una glucoproteina de 80 KDa, con dominios de union al Fe
en su extremo homologos N- y C-terminal. Es sintetizada en el higado, retina, testiculo

y cerebro.

Los 3-5 pg/ml de Fe presentes en el suero se encuentran en su mayor parte en
forma de transferrina. Una pequefia cantidad de Fe se encuentra ligado a la albimina u
otra molécula de bajo peso molecular, tal como citrato, constituyendo el llamado Fe no
unido a transferrina. La transferrina juega dos papeles importantes en la fisiologia del
Fe, por un lado facilita el transporte de Fe a las células expresando los receptores de

transferrina (TfR) y por otro, obliga al Fe a limitar la capacidad de generar radicales
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libres. Por esta razon la transferrina protege a los sistemas organicos de los efectos

téxicos del Fe.

Hay una clara especificidad que diferencia el porcentaje de saturacion de la
transferrina, siendo de un 80% en ratones y tan sélo 30% en células de humanos.
También varia con el ciclo diurno (ritmo circadiano) o situaciones especificas tales
como la circulacién de la vena porta y la medula ésea (Uchida y col., 1983; Andrews y

Schmidt, 2007).

2.2.4. DISTRIBUCION DE HIERRO EN LOS TEJIDOS Y CAPTACION

CELULAR

La entrada, almacen y transporte de Fe depende de las demandas funcionales de
los diferentes tipos de células. En la mayoria de las células eucariotas, el Fe circula
primero por la via endocitaria mediante el receptor de transferrina (TfR). En los
acontecimientos moleculares asociados con la union del complejo Fe-transferrina y
liberacion de la apotransferrina al plasma por la reutilizacién o reciclado, hay dos

receptores de transferrina, llamados TfR1 y TfR2 (Crichton y col., 2008).

El TfR1, tiene una alta afinidad por el Fe, esta involucrado en la entrada de Fe
en la mayoria de las células, mientras que TfR2 es primero expresado en el higado y se
une con menos afinidad al complejo Fe**-transferrina. Esto se demostré en células
embrionarias muertas de ratones Knockout TfR-1, reforzando el importante papel de

TfR-1 en los niveles de Fe celular (Hentze y col., 2004).
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Una vez que el complejo Fe**-transferrina se une a su receptor en la superficie
celular, el complejo transferrina-TfR-1 es englobado por las vesiculas endocitarias. En
el interior de las células el complejo se internaliza en el endosoma, siendo acidificado
por la bomba H*-ATPasa (V-ATPasa) que baja el pH del lumen a 5.5, proceso inducido
por los cambios del complejo transferrina-TfR-1 con la consiguiente liberacion de Fe

(Sipe y Murphy, 1991; Andrews, 2008).

El transportador DMT1 endosomal de Fe?* en el citosol, es el principal
transportador de Fe y la transferrina, recién cargada de Fe, se reciclara  para el
transporte. En condiciones de pH &cido, la apotransferrina se mantiene unida a TfR1y
el complejo es reciclado en la superficie celular y con un pH neutro del plasma la
apotransferrina se disocia de TfR1 y estd preparada para una nueva captura de Fe. Es
también reconocido que existe cierto sistema de transporte Fe-transferrina-

independiente de Fe, facilitando el transporte de Fe en otros tejidos (Quidt y col., 2006).

Estudios con mutantes de ratbn nm1054, explican el dafio en la sintesis debido a
la disminucion de los niveles de Fe, identificando en 6 antigenos epiteliales
transmembrana (STEAP3) la ferroreductasa endosomal, responsable de la reduccién del
Fe** endosomal (Ohgami y col., 2005a). Las mutaciones en el STEAP3 tienen una
implicacion en la anemia microcitica, debido al defecto del Fe en los reticulocitos

(Ohgami y col., 2005b).

En estudios en pacientes con mutaciones que causan anemia microcitica
hipocromica, tienen como resultado el descenso eritroide de utilizacion del Fe, pero lo

principal es el incremento de almacén de Fe en el higado (lolascon y col., 2009).
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Sin embargo, el STEAP3 no se requiere para niveles eficaces de Fe en otros
tipos celulares, sugiriendo la existencia de varias ferroreductasas que quedan por

identificar (Conrad y Umbreit, 1993).

2.2.5. DEPOSITOS Y METABOLISMO DEL HIERRO

La entrada, almacén y salida de Fe esta regida segun las diferentes necesidades
fisiologicas y metabdlicas de los distintos tipos celulares. No todo el Fe es utilizado en
procesos metabolicos, algo es almacenado en las reservas para usarlo cuando los niveles

de Fe son bajos y previene de los efectos tdxicos del Fe libre en las células.

Los hepatocitos son el mejor depdsito para almacenar Fe, aunque el ciclo de la
transferrina pueda estar involucrado en la absorcion, la no union de transferrina al Fe en
su entrada parece jugar un papel importante cuando los niveles de Fe exceden de la

capacidad de fijacion de transferrina.
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Figura 5. Principales rutas almacenamiento y liberacion de Fe en los
hepatocitos. (Mufioz y col., 2009). [1: TfR1; 2: TfR2; 3: DMT1; 4: Otras: hemoglobina,

hemo, ferritina; 5: Ferroportina (IREG-1); 6: Ceruloplasmina]

Plasma Transferrina
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El almacén de Fe supone un 20-30% del Fe corporal y la mayoria de éste se

encuentra unido a la ferritina.

La Ferritina es un polimero de 24 subunidades que comprende dos subtipos H
(pesada, 21 kD) o L (ligera, 9 kD) con un nucleo central que contiene 4,500 atomos de
Fe (Koorts y Viljoen, 2007). Una caracteristica importante de la subunidad H es su
actividad ferroxidasa que facilita la oxidacion del Fe** (forma predominante en citosol)

a Fe**

, uniéndose asi a la ferritina. Las dos subunidades de ferritina son muy estables y
muestran diferentes combinaciones dependiendo del tejido. Por ejemplo, en el higado y
el bazo abundan mas las subunidades L, mientras que en corazon es rico en subunidad

H.
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En el interior de las células, el Fe puede ser almacenado en 2 formas en el
citosol, como ferritina y el Fe en su forma insoluble es también almacenado en baja
cantidad, en la proteina de almacén hemosiderina, que presumiblemente deriva de la
degradacién lisosomal de la ferritina y en su mayor parte en los macréfagos del sistema
reticulo endotelial, incrementando drasticamente en situacion de sobrecarga (Vaghefi y

col., 2005).

Bajo condiciones de sobrecarga, el contenido de esta proteina fue encontrada
con un drastico incremento, en particular en el higado, pancreas y corazén (Theil,

2004).

La recuperacion de Fe desde los eritrocitos envejecidos también juega un
importante papel en el mantenimiento de los niveles de Fe. Al final de 120 dias, los
eritrocitos experimentan una alteracion superficial como sefial para ser fagocitados y

digeridos por los macrofagos en el bazo e higado.

La importancia del almacén de Fe en los macrofagos es la seguridad de que no
genera dafio oxidativo. La eritropoyetina reduce la retencion de Fe en los macréfagos
por el decrecimiento de la expresién del DMT-1 y el incremento de la expresion de la

ferrroportina 1 (Kong y col., 2008).

En los macréfagos el Fe es recuperado en su mayor parte desde el grupo hemo,
por accion de la forma inducida de la hemo-oxigenasa (Ganz, 2007) y los
transportadores de metales, NRAMP-2 y DMT1. El Fe recuperado a través de la

membrana fagosomal al citoplasma es almacenado en el fagocito unido a la ferritina. La
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participacion de las proteinas ferroportina y ceruloplasmina facilita el transporte
eventual por la transferrina, del Fe almacenado (Harris y col., 1999; Donovan y col.,

2005).

La observacion en anemia severa de la rapida acumulacion de Fe en ratones
deficientes en ferroportina (FPN), sugiere que dicha proteina es esencial para la

reutilizacion de Fe (Hahn y col., 1943; Nadadur y col., 2008).

2.2.6. ELIMINACION

De 1-2 mg de Fe se pierde diariamente en los procesos de descamacion de la
mucosa intestinal y epidermis (42 pg/Kg), por orina (14 png/Kg) y bilis (84 pug/Kg). En
mujeres hay una perdida adicional asociada a la menstruacion y en consecuencia los
requerimientos son mas altos que en los hombres (Anderson y Vulpe, 2002; Pietrangelo

y col., 2002; Nemeth y Ganz, 20062, Nemeth y Ganz, 2006b).

El contenido de Fe en la hemoglobina es 3.46 mg/g. Con una concentracion de
hemoglobina en sangre de 130 g/L, la pérdida de 1 mL de sangre equivale a 0.45 mg de
Fe. Pérdidas escasas de sangre, usualmente de unos mililitros por dia del tracto
digestivo, es una causa comun de deficiencia severa de Fe, especialmente en la tercera

edad.

La lactancia materna supone unas pérdidas de Fe para la mujer de 0.3-0.6 mg/dia

(Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).
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Las pérdidas de Fe por la orina son relativamente escasas, porque muchas
proteinas que contienen Fe son demasiado grandes para filtrar a nivel glomerular.
Ademas la hemoglobina libre y el hemo son eliminados rapidamente de la circulacién
bajo muchas circunstancias y la concentracion de Fe libre en sangre es muy baja. Sin
embargo, las pequefias cantidades de transferrina que son filtradas se unen a cubilina en
el borde en cepillo de la membrana del tubulo proximal y son captadas con la ayuda de
la mesalina (Kozyraki y col., 2001). La falta de alguno de estos receptores incrementa

las pérdidas de Fe notablemente.

2.2.7. MECANISMOS HOMEOSTATICOS DEL HIERRO

El equilibrio de los niveles de Fe en el organismo tiene que ser meticulosamente
guardado para proveer Fe segun las necesidades y la cantidad requerida que evite la
toxicidad asociada a la excesiva acumulacion de Fe. Esta coordinacion es regulada por
varias sefiales desde las células y los tejidos, en respuesta a varios sucesos fisiologicos.
En ausencia de la estabilidad del mecanismo de la excrecion, la absorcion y almacén,
los mecanismos homeostéticos actlan para equilibrar al Fe, mientras que en el
organismo los niveles celulares son regulados por mecanismos de transcripcion y post-

transcripcion.

-Sistema homeostatico del Fe:

El sistema de homeostasis del Fe es llevado a cabo por la regulaciéon de

mecanismos de absorcién, almacén y reciclaje. La absorcion intestinal es regulada en

respuesta a las necesidades de Fe y su biodisponibilidad. Los estudios de Hahn y col.
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(1943) y Stewart y col (1950) hace 4 décadas indican que una gran dosis oral de Fe,
reduce la absorcion mas que una pequefia dosis de Fe administrada después de unas
horas (Nadadur y col., 2008). Esto demuestra la inmediatez de la regulacién bajo el
transportador de proteinas DMT1 en el borde de cepillo (Frazer y col, 2003), sin alterar
el transporte basolateral de Fe en el intestino. Estas observaciones sugieren que esos
enterocitos pueden recibir sefiales de otros tejidos o células que estan involucradas en el
consumo por precursores eritroides, almacén en hepatocitos, enterocitos duodenales y

macrdfagos para el mantenimiento de la homeostasis.

Esta sefial se origina en sitios de almacén para compensar la absorcion intestinal,
en reguladores de almacén, mientras que la sefial de los reguladores eritrocitarios
cuando el consumo de la demanda de Fe en la medula dsea, precursores eritrocitarios y

eritrocitos circulantes, excede de la cantidad presente en el almacén.

Por otra parte, los reguladores inflamatorios comunican una sefial en respuesta a
la infeccion o inflamacion, resultado de la acumulacion de Fe en los macréfagos. La
homeostasis del Fe también se encuentra alterada debido a las sefiales de regulacion en
situacion de hipoxia. Los reguladores implicados en la absorcién intestinal pueden
modular la liberacion de Fe desde los hepatocitos y macréfagos, por las proteinas del

suero y del plasma pudiendo actuar en maltiples lugares.

Se ha observado que, con la sobrecarga de Fe en ratones mutantes del factor
2(USF-2), se conduce a un error en el gen de la hepcidina (HAMP) que codifica un
péptido antimicrobiano, mediador de la inmunidad innata (Nicolas y col., 2001). Hay 2

genes de la hepcidina en el ratén, pero solo un gen “Hepcidina-1” parece tener actividad
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bioldgica (Lou y col., 2004). La deleccién puntual en ratones o mutacion en el gen en
humanos resulta de la elevacion del almacén de Fe corporal, presumiblemente debido a
la hiperabsorcién asociada con el descenso de Fe en los macrofagos titulares (Knuston y
col., 2003). La deficiencia de Fe observada en ratones transgénicos que expresan la
hepcidina, sugiere que este péptido interviene regulando el almacenamiento del mineral
(atenuando tanto la absorcién intestinal de Fe como la liberacion del Fe de los
macrofagos). Por otra parte, una baja expresion de la hepcidina en la carga de Fe,
observada en ratones con mutaciones en el gen de TfR (TfR-hpx), sugiere que la
hepcidina es también un factor en la sefial de la regulacion eritroide (Weinstein y col.,

2002).

La expresion disminuida de la hepcidina en respuesta a la no hipoxia anémica, y
su expresion aumentada en ratones y humanos con inflamacion, sugiere que la
hepcidina también puede participar en la mediacion de la hipoxia y en la cascada de
reguladores inflamatorios (Nicolas y col., 2002). La hepcidina también controla los
niveles de Fe directamente actuando reciprocamente con la FPN1 (ferroportina 1),
conduciendo a la internalizacion y degradacién de FPN1 cuando los niveles de Fe son
altos, por consiguiente blogueando la liberacion del Fe en los sitios de almacén,

hepatocitos, enterocitos y macréfagos (Nemeth y col., 2004; Nemeth y Ganz, 2006a).

Aungue no hay interaccion directa entre la hepcidina y las proteinas duodenales
de transporte, DMT1 y Dcytb, algunos estudios indican que estas proteinas también
estan reguladas negativamente por la hepcidina (Babit y col., 2007). Basicamente, la

expresion génica de la hepcidina es mediada por las proteina morfogénicas BMP (Bone
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Morphogenetic Proteins) y SMAD (Nemeth y Ganz, 2006a; Babit y col., 2007; Pauline

y col., 2009).

Los mediadores inflamatorios como IL-6 y otras citoquinas inducen la
transcripcion de la hepcidina en los hepatocitos (Nemeth y Ganz, 2006a; Nemeth y

Ganz, 2006b; Domenico y col., 2008).

La region del promotor del gen HAMP en ratones y humanos, tiene el factor de
hipoxia inducible (HIF) como factor de transcripcion que une sitios con la regulacion

negativa de la expresion hepcidina (Peyssonaux y col, 2007; Pauline y col., 2009).

Las numerosas proteinas implicadas en la respuesta del Fe al transporte, al
depdsito y al metabolismo, tienen que ser reguladas por los mecanismos intrinsecos
coordinados por reguladores que controlan su expresion, estabilidad, traduccién y

modificacion post-transduccional.

La homeostasis del Fe intracelular se consigue con la regulacién coordinada de
la proteina de almacenaje de Fe, la ferritina y la proteina de respuesta de Fe, el receptor
de transferrina 1 (TfR1). La reproduccion de las subunidades H y L de la ferritina,
conduce a la identificacion de elementos de respuesta al Fe (IRES) en las regiones

introducidas (UTRs) (Monsen, 1988; Nadadur y col., 2008).

Los IREs son estructuras localizadas en los extremos UTRs 5'y 3' de mRNA con
gran parecido estructural. Los IREs en general tienen seis nucleétido en el extremo

apical del lazo con una secuencia de acuerdo general de 5'-CAGUGN-3' (Hentze y col.,
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1988; Nadadur y col., 2008). Las proteinas citosélicas reconocen y unen los IREs a las
proteinas llamadas reguladoras de Fe (IRP-1 y IRP-2), que controlan la expresion de
genes que contienen los IREs. EL IRP1 fue reconocido como compafiero de la
aconitasa mitocondrial debido a su capacidad de union al cluster [Fe-4S] (Rouault,

2006).

La union de IRP a IRE en los extremos 5' UTR de ARNm codifica ferritina,
ferroportina, y enzimas de la biosintesis del grupo hemo, aminolevulinato sintetasa que
interfieren con la iniciacion de la traduccion. Por otra parte, si la IRE estd en los
extremos 3' UTR de ARNm, como en el caso de TfR-1, la union de las IRPS a multiple
IREs en los extremos 3 ' UTR de TFR1 conduce a la estabilizacion de ARNm-TfR-1

inhibiendo su degradacién por la digestion de nucleasas (Hentze y col., 2004).

En condiciones de deficiencia de Fe, las IRPs activan la union de la IRE y
estabilizan al ARNm-TfR1, simultaneamente disminuyen la traduccion de ARNm-
ferritina, por consiguiente aumentando la respuesta de la disponibilidad de Fe en la
celula. Por el contrario, cuando los niveles de Fe son altos, la union de la IRE estar
disminuida facilitando la traduccion de ARNm-ferritina, disminuyendo la estabilidad
del ARNm-TfR1 y conduciendo la respuesta a la captura de Fe. La mayoria de estos

mecanismos reguladores son estudiados in vitro y su papel in vivo no esta claro.

Los estudios con ratones knockout con bloqueo en IRP-1 o IRP-2 en el
establecimiento de su papel son inconcluyentes (Hentze y col., 2004). Los mediadores

inflamatorios como TNF-a, IL-6, IFN-y se ha visto que también regulan la expresion de
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proteinas implicadas en la homeostasis celular del Fe (ferritina, TfR-1), incluyendo el

DMT-1 por mecanismos IRP1/IREs (Tortiy Torti, 2002; Ludwiczek y col., 2003).

En ratones transgénicos knockout para IRP1, IRP2 indica que el doble bloqueo
produce letalidad embrionaria (Smith y col., 2004). Sorprendentemente no se observa
ningln cambio fenotipico para ratones IRP1-/- que sugiere que la IRP2 puede
compensar la pérdida de IRP (Hentze y col., 2004). Los ratones IRP2-/- manifestaron un
aumento en el contenido de Fe y la expresion de DMT1, ferritina y ferroportina,
aumentando la ferritina en suero y el contenido de Fe en higado (Galy y col., 2005).
Estas observaciones sugieren que hay otros factores no identificados que pueden

participar con las proteinas IRPs en la homeostasis celular del Fe.
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2.3. RADICALES LIBRES Y MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.3.1. INTRODUCCION

Los radicales libres son especies quimicas con electrones desapareados que les
confieren gran reactividad quimica, esto les conducira a interactuar rapidamente con
cualquier molécula bioldgica con la que entren en contacto. Por su avidez para aceptar
electrones de las moléculas diana, los radicales libres pueden modificar la estructura y/o
funcion de éstas, pudiendo actuar asi sobre componentes estructurales como la
membrana plasmatica y sobre procesos criticos intracelulares, entre los que se incluyen
la maquinaria genética y diversos procesos enzimaticos (Halliwell y Chirico, 1993;

Cheeseman y Slater, 1993; Liu y col., 2002; Murphy, 2009).

Sin embargo, en nuestro organismo existe un sistema de defensa antioxidante
para evitar el dafio que puede llegar a producir en él un aumento de los radicales libres.
Debiendo existir un equilibrio entre los sistemas de defensa antioxidante y el de
produccion de radicales, que se conoce como balance oxidativo, que al inclinarse hacia
la produccion de radicales da lugar a lo denominado estrés oxidativo (Remmen y
Richardson, 2001; Camougrand y Rigoulet, 2001; Melov, 2002; De la fuente, 2002; Ott
y col., 2007; Scherz-Shouval y Elazar, 2007). Ademas, se considera cada vez mas que
los radicales libres forman parte de la maquinaria de sefializacion intracelular (Cadenas

y col., 2000; Navarro y col., 2001; Annunziato y col., 2003, Norberg y col., 2010).
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Figura 6. Formacion de radicales libres y su eliminacion por sistemas

defensivos enzimaticos.

NADPH NADP*

2.3.2. TIPOS DE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL

OXIGENO (EROs)

El oxigeno es en las células de metabolismo aerobico el principal responsable de
la produccion de especies oxidantes. Muchos autores utilizan el término genérico de
especies reactivas derivadas del oxigeno (EROs), ya que ciertas moléculas como el

perdxido de hidrogeno y el oxigeno singlete no son radicales.
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La actividad como agente prooxidante de un radical libre depende de su

reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad (Cheeseman y Slater, 1993;
Lindsay y col., 2002).

Tabla 3. Compuestos reactivos derivados del oxigeno (modificado de

Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002).

NOMBRE SUSTRATO VIDA MEDIA
HO o | Hidroxilo Cualquier molécula 10-9 s
ROe R-oxilo LH (linoleato) 10-6 s
ROOe R-peroxilo LH 7s
ROOH Hidroperdxido LH -
Le Linoleil LH 10-6s
Oye — Superéxido Enzimas espong ir?;u;/agri\éz?mética
H20, deprfi(ri%ggno LH Reducc%;agfz;imética
NOQOe Nitroxilo LH 5-6 s, 0,1 s (en corazdn)
‘o, Singlete H, 10-6s

2.3.2.1. ANION SUPEROXIDO

El anion superdxido se produce en la reduccion de oxigeno por la tranferencia de

un electrén o por autooxidacion de metales de transicion (Fridovich, 1983; Cheeseman

y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002):

O, +e @— 02._

F82++ o, —— F63+ + 0,

Cu'+ 0, — Cu* + O,
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El anidn superdxido, a pesar de no ser particularmente dafiino, su importancia es
como fuente de perdéxido de hidrégeno y como reductor de metales de transicion. La
principal fuente de esta especie reactiva se produce en la mitocondria de forma
accidental a nivel de los complejos | y Il de la cadena de transporte electronico,
describiéndose que de 2-5% del oxigeno se reduce incompletamente hasta éste radical.
Debido a que la formacion de esta especie depende del flujo de la cadena de transporte
de electrones, cualquier situacion que aumente el consumo de O,, aumentara
proporcionalmente la generacion del anion superdxido (Finkel y Holbrook, 2000;

Camougrand y Rigoulet, 2001; Barbi de Moura y col., 2010).

Entre otras acciones, esta especie reactiva reacciona con el NO (factor de
relajacion derivado del endotelio), mostrando un efecto vasoconstrictor, éste podria ser
un mecanismo de regulacion del tono vascular, aunque puede tener efectos adversos en

algunas situaciones clinicas (Muggli, 1993; Saran y col., 1993).

2.3.2.2. PEROXIDO DE HIDROGENO

La génesis del peréxido de hidrogeno (H.O,) proviene de la reduccién

espontanea con dos electrones del oxigeno, pudiendo ser también generado en los

sistemas bioldgicos por la reaccion de dos moléculas de anidn superdxido, catalizada

por la superdxido dismutasa:

0O, +2¢ —— H,0,

SOD
20"+ 2H' > H0; +0;
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El perdxido de hidrogeno no es un radical libre pero esta dentro de las especies
reactivas derivadas del oxigeno y envuelto en la produccion de otros radicales libres. En
presencia de iones metélicos produce el mas reactivo y dafiino radical, el hidroxilo

(Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002).

2.3.2.3. RADICAL HIDROXILO

El radical hidroxilo es extremadamente oxidante ya que reacciona con cualquier
tipo de biomolécula (Halliwell y Gutteridge, 1989; Barbi de Moura y col., 2010). No
tiene gran poder de difusién y su vida media es corta, produciendo gran dafio a
moléculas alrededor del lugar de produccion. Los mecanismos de generacion de este

radical son:

(@) Por la descomposicion del peroxido de hidrdgeno en presencia de metales de
transicion, principalmente hierro (Fe?*) (Aust y col., 1985; Minotti y Aust, 1987; Soule
y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008) y cobre (Cu®*) (Auroma y col., 1991). En el

caso del hierro se trata de la denominada reaccién de Fenton:

H,0, + Fe® —— "OH + OH + Fe**

(b) Cuando se exponen los tejidos a radiaciones vy, la mayor parte de la energia
captada es absorbida por el agua de las células. Se produce entonces la separacion de
una de las uniones covalentes entre el oxigeno y el hidrogeno del agua, dejando un

Unico electrén en el hidrégeno, formando el radical H*, y uno en el oxigeno, formando

el radical hidroxilo (*OH):
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H-O-H —— H° + "OH

(c) En la reaccion llamada de Haber-Weiss no catalizada por metales de
transicién o también en la denominada reaccion de Fenton conducida por el O;" 7, el

anion superoxido reacciona con el peréxido de hidrogeno (Halliwell y col., 1992; Soule

y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008):

0" + HO, — °OH + OH"

La reaccion de Haber-Weiss, se podria entender como el resultado de la union o

colaboracion de Fenton con la capacidad del ion superoxido para reducir metales

idnicos de transicion:

0 + Fe¥ —— Fe¥ + 0O,

0, + Cu®¥ — cut+ 0O

Los radicales hidroxilo son los mas reactivos que se conocen en quimica,
teniendo capacidad para reaccionar con las bases puricas y pirimidinicas del ADN

(Cadenas y col., 2000; Remmen y Richardson, 2001; Halliwell, 2001; Barbi de Moura y

col., 2010).

Otros radicales libres importantes son los radicales que se centran en el atomo de
carbono (R®) formados a partir del ataque sobre moléculas (RH) como los lipidos.

Producen la peroxidacién lipidica y atacan las cadenas de acidos grasos, acidos

nuclecos, carbohidratos o proteinas. Estas ERO reaccionan rapidamente con el oxigeno
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para formar el radical peroxilo (ROO®). Y a su vez estos pueden reaccionar y generar
radicales alcoxilo (RO"). Atomos con sulfuro también son atacados por radicales libres
para producir el radical thiilo (RS®), formado a partir de la oxidacion del glutation

(Asmus, 1983):

R-SH + 'OH — RS*+ H,0

Figura 7. Modelo esquematico de la produccion de EROs a nivel mitocondrial

(modificado de Barbi de Mouray col., 2010)

f— OH(-HO —>» H,0

[\ Fe, ""'”"'m.\

Fe*

““““

Durante la respiracion mitocondrial, una pequefia cantidad del oxigeno
molecular consumido por las células es convertido en el anién superoxido (O;" )
mediante los complejos | y 1ll. Las enzimas SOD (MnSOD y Cu/Zn SOD) convierten
el O,° ™ en peréxido de hidrogeno (H.O,), que sera secuencialmente transformado en

H,O mediante la GPx. Por otra parte el H,O, puede reaccionar con Fe** para general
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radicales hidroxilo ("OH). Este radical ataca facilmente las moléculas, incluyendo el
mtDNA y consecuentemente altera la expresion de proteinas mitocondriales necesarias

para la sintesis de ATP (Barbi de Mouray col., 2010).

2.3.3. DANOS CELULARES PROVOCADOS POR RADICALES LIBRES

2.3.3.1. EFECTOS SOBRE LOS LIPIDOS. PEROXIDACION LIPIDICA (PL)

La peroxidacién lipidica es la destruccion de los acidos grasos poliinsaturados en
una reaccion autocatalitica e incontrolada donde se forman hidroperéxidos y productos
secundarios (Halliwell y Chirico, 1993). Las membranas bioldgicas y las lipoproteinas
plasmaticas son susceptibles de peroxidacion porque contienen los sustratos necesarios
para ello, como el acido linoleico, araquidonico y docosahexaenoico (Cheeseman y

Slater, 1993; Lindsay y col., 2002).

En la PL se produce la oxigenacion de AG poliinsaturados (con 18 6 mas atomos
de carbono y con dos 0 mas dobles enlaces conjugados en cis tanto en la forma libre

como esterificada) generandose perdxidos de AG (Niki, 1987).

La peroxidacion de los &cidos grasos modifica la estructura molecular de los
lipidos que los contienen y provoca un cambio conformacional que sera mas importante
cuando los lipidos sean integrantes de membranas y sobre todo en la membrana
mitocondrial ya que el mal funcionamiento de la fosforilacion oxidativa se asocia a
destruccion de la membrana por alteraciones en la fluidez y la pérdida de AG (Muggli,

1993; Lenaz, 1998).
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Existe un mecanismo reparador del dafio oxidativo de los lipidos que parece
estar relacionado con la fosfolipasa A2, ya que su actividad en la membrana interna
mitocondrial parece incrementarse en situaciones asociadas a un aumento de la
produccion de ERO como tratamientos con endotoxinas bacterianas (Hatch y col.,
1993). Tambien se han observado aumentos de la fosfolipasa A2 en mitocondrias
aisladas de ratas alimentadas con aceite de pescado (Malus y col., 1999), asociado a un
incremento en la peroxidacién lipidica. Por tanto, la fosfolipasa A2 parece ser una
enzima reparadora que lleva a cabo la supresion de los lipidos oxidados de membrana
(Van den Berg y col., 1993). Sin este mecanismo reparador, los lipidos peroxidados se
acumularian y las consecuencias de esto podrian ser, entre otras, un aumento de la

permeabilidad de la membrana y una pérdida del control de la respiracién mitocondrial.

Clasicamente el proceso de peroxidacion lipidica consta de tres etapas:

A) Iniciacion:

El mecanismo mas frecuente tiene lugar a partir de los radicales hidroxilo,
generados a traves de la via de Fenton (Soule y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008).
La PL comienza con la sustracion de un atomo de H de un acido graso (LH) para formar
un radical lipidico (L*). El radical iniciador debe ser una especie lo suficientemente
oxidante para reaccionar con los AG poliinsaturados, por ejemplo el radical hidroxilo
("OH) la mayoria de los radicales peroxilo (ROQO®) y la mayoria de los alcoxilo (RO®).
El radical anién superdxido (O,"), no es lo suficientemente oxidante, pero su forma

protonada (HO,") si es capaz de promover la iniciacidn, si bien, a pH fisioldgico se
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encuentra a bajas concentraciones. Algunos complejos metélicos también son capaces

de iniciar la peroxidacion (Halliwell y Chirico, 1993).

Existe otro mecanismo de iniciacion de las reacciones de peroxidacion, como es
la ruptura de enlaces quimicos por accién fotolitica (Elgendy y Abou-Seif, 1998). No se
debe olvidar el papel de las radicaciones ionizantes como mecanismo iniciador del dafio
tisular. Es un hecho suficientemente conocido no sélo en la patologia clinica, sino
también en la industria de sintesis de polimeros, el papel de las radicaciones ionizantes

y las especies intermediarias reactivas en dichos procesos (Bertsche, 1984).

Finalmente, hay que mencionar el papel de las reacciones toxicas
desencadenadas por diversos xenobidticos como el tetracloruro de carbono, o farmacos
antitumorales como la adriamicina, en cuyo mecanismo de accién farmacoldgica esta

implicada la formacion de especies moleculares activadas (Valls-Bellésy col., 1994).

El producto de la reaccién da rapidamente un dieno conjugado que reacciona
rapidamente para formar un radical peroxilo (LOQO®). Este radical puede reaccionar con
otros e iniciar una nueva cadena, que formara un hidroperoxido lipidico (LOOH) sobre

el original AG poliinsaturado, considerado el primer producto de peroxidacion.

La peroxidacion lipidica en membranas bioldgicas provoca desajustes en el
funcionamiento de las mismas, cambios de la fluidez, inactivacion de enzimas y
receptores ligados a la membrana, asi como un aumento no especifico de la

permeabilidad a iones tipo calcio (Halliwell y Chirico, 1993; Littarru y Battino, 1994).
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B) Propagacion:

La propagacion implica inicialmente la reaccion del radical lipidico centrado en
el atomo de carbono con oxigeno molecular para generar un radical peroxilo, altamente

reactivo (Girotti, 1985):

R*+0, — ROO’

El radical peroxilo formado va a atacar a cualquier compuesto peroxidable que
esté a su alcance. Puede actuar sobre una molécula lipidica, generando un nuevo radical
centrado en el carbono, que iniciaria a su vez la cadena de propagacion; también puede

actuar adicionandose a un doble enlace:

ROO®*+RH — ROOH +R*®

ROO*+ RH — ROOR + H°

Los hidroperdxidos poliinsaturados se oxidan generando gran numero de
productos de reaccion monoméricos y poliméricos (Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay
y col., 2002). La magnitud de la cadena de propagacion depende de muchos factores,
entre ellos el indice de lipidos/proteinas de la membrana (a mayor cantidad de proteina
mayor nivel de reaccion con ella), la composicién en acidos grasos, la concentracion de
oxigeno, asi como la presencia de antioxidantes que rompen la cadena de reacciones de

la peroxidacion lipidica (Halliwell y Chirico, 1993).
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Esta etapa tiene la capacidad aparente para consumir todos los &cidos grasos
disponibles en un sistema, aunque esto no suele ocurrir, gracias a las reacciones de
terminacién. Es obvio por tanto el dafio potencial de la peroxidacion lipidica

(Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002).

C) Terminacion:

Las células tienen defensas contra los radicales libres como la eficiencia de la
cadena de transporte de electrones, para evitar la escapada de éstos y la formacién de

O,"". El cual es eliminado por la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.

Las defensas antioxidantes juegan un papel preventivo en la peroxidacion
lipidica (Vifia y col., 1993). Las células vivas poseen una significativa defensa que es la
glutation peroxidasa selenio dependiente (Wendel, 1993) la cual reduce los
hidroperdxidos lipidicos a acidos grasos hidroxilados. Es activa frente a hidroperdxidos
de acidos grasos libres pero no de los unidos a fosfolipidos, con lo cual, necesita la
accion de la fosfolipasa A2. También se ha descrito una glutation peroxidasa que no
necesita previa accion de esta enzima, se trata de una enzima dependiente de fosfolipido
la cual actia sobre hidroperdxidos de fosfolipidos y es exclusiva de membrana

mitocondrial (Ursini y Bindoli, 1987).

La transferrina y la ferritina secuestran metales, lo que hace inviable la rotura de
hidroperdxidos (Halliwell y Gutteridge, 1986; Auromay col., 1991). La ceruloplasmina
también juega un papel importante al unir cobre y oxida al hierro a su forma férrica que

es menos reactiva (Halliwell y Gutteridge, 1984).
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Una forma de apagar la cadena es utilizando antioxidantes por ejemplo, o-
tocoferol, B-tocoferol y ubiquinona. La vitamina E intercepta un radical peroxilo y se
convierte en un radical libre fenoxilo. Este radical puede interceptar otro igual y
terminar la reaccion y también puede regenerarse con ascorbato o glutation (Kelso y

col., 2002; Lenaz y col., 2002, Miyadera y col., 2002).

El o-tocoferol esta presente en las membranas en proporcion 1/100 AG
poliinsaturados, siendo muy efectivo por varias razones, por su cola liposoble que hace
que se intercale en la membrana, por la estabilidad del radical que previene la inciacion

y su capacidad para regenerar la membrana (Vifiay col., 1993).

La finalizacion de la serie de reacciones en cadena, puede producirse por el
emparejamiento de dos radicales o por transferencia de un grupo entre ambos y también
cabe la posibilidad de que la reaccion de dos peroxidos lipidicos de lugar a la formacion
del singlete de oxigeno (Halliwell y Chirico, 1993; Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay

y col., 2002).

2.3.3.2. EFECTOS SOBRE LAS PROTEINAS

Las proteinas también son objeto de dafio oxidativo alterandose su
funcionamiento normal y por tanto su actividad biologica (Cheeseman y Slater, 1993;
Melov, 2002). Alteraciones como fragmentacién, agregacion y susceptibilidad a la
degradacion proteolitica (Griffiths y cols., 1989). Asi es conocida la fragmentacion de la
albumina (Marx y Chevion, 1986) colageno y y-globulina (Wolf y Dean, 1986) como

consecuencia del dafio oxidativo. Los dafios oxidativos en las proteinas originan
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agregacion de las mismas por desnaturalizacion, tal y como ocurre en la ceruloplasmina
(Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002). Otro ejemplo de la importancia de la
oxidacién de proteinas lo representan las LDL o lipoproteinas de baja densidad, donde
las histidinas y lisinas son modificadas por oxidacion, lo que causa una alteracion en el

reconocimiento del receptor. (Griffiths y col., 2002).

Entre las proteinas existe una gran diferencia en la susceptibilidad frente al dafio
oxidativo. Por ejemplo, en una minuciosa comparacion se demostré que la albumina
bovina (BSA) se oxidaba dos veces mas rapido que la glutamina sintasa, y que proteinas
intactas son menos sensibles a la oxidacion que proteinas parcialmente desnaturalizadas

(Beckman y Ames, 1998).

La oxidacion proteica causa un aumento de la degradacion proteolitica,
incrementando la actividad de atrapadores de EROs. Ademas los procesos de oxidacion
proteica introducen frecuentemente nuevos grupos funcionales como grupos hidroxilos
y grupos carbonilos, que contribuyen a alterar la movilidad y la funcion proteica. Una
mejora en la caracterizacion de los efectos ha permitido identificar varios procesos
secundarios que incluyen la fragmentacion, el entrecruzamiento y el desdoblamiento,
que puede acelerar o impedir la proteolisis mediada por proteosomas, de acuerdo con la

gravedad del dafio oxidativo (Griffiths y col., 2002).



Luis Javier Pérez Sanchez

2.3.3.3. EFECTOS SOBRE EL MATERIAL GENETICO

Algunos azucares como la glucosa, manosa y otros desoxiazUcares se autooxidan
produciendo cantidades de H,O, que contribuyen a los niveles intracelulares de este

compuesto en una concentracion de 8-10 M (Lunec, 1992).

La acumulacion de lesiones del ADN nuclear (fragmentaciones y deleciones)
producidas por los agentes enddgenos, producen alteraciones somaticas que contribuyen
al envejecimiento. Segun la teoria de los radicales libres la acumulacion de ERO vy el
dafo que producen sobre el ADN puede ser la causa fundamental de los cambios
fisiologicos asociados al envejecimiento. EI ADN nuclear aislado de varios tejidos de
ratas muestran un aumento del dafio oxidativo con la edad, medido con el biomarcador
8-OH-dG (Lenaz, 1998). En una célula humana cualquiera, alrededor de 500 bases
sufren dafio oxidativo cada dia. De estas lesiones oxidativas, las mas peligrosas son las
roturas de doble hélice, ya que son dificiles de reparar y pueden producir mutaciones
puntuales, inserciones y deleciones de la secuencia de ADN, asi como translocaciones

cromosomicas (Valerie y Povirk, 2003).
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Figura 8. Esquema de los dafios causados por las EROs en las biomoléculas.
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2.3.4. FUENTES DE RADICALES LIBRES Y RELACION CON DIVERSAS

PATOLOGIAS

Los radicales libres relacionados con las enfermedades humanas derivan de
cuatro fuentes:

a) Generados en los procesos bioldgicos intracelulares normales pero de forma

exagerada e inadecuada.

b) Liberados por células inflamatorias en su entorno.

c) Secundarios a xenobiéticos.

d) Otros mecanismos fisiopatoldgicos que participan en el envejecimiento, asi
como con otras enfermedades relacionadas con la edad (Halliwell y Gutteridge, 1999),

tales como arteriosclerosis, cataratas, diabetes, inflamaciones crénicas de tracto
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digestivo y trastornos degenerativos del sistema nervioso como el Parkinson o el

Alzheimer (Multhaup y Rupper, 1997; Kester y Scheltens, 2009).

El higado y el corazon son los objetivos principales del dafio inducido por las
especies reactivas catalizadas por Fe, pero otros 6rganos como el pancreas y 6rganos
endocrinos son también sensibles a los efectos toxicos del Fe (Anderson y col., 2001;

O’Neil y Powell, 2005).

El higado es el principal 6rgano de almacén de Fe en el organismo, y no es
sorprendente la hepatotoxicidad como una consecuencia principal de la sobrecarga de
Fe (Ramm y Ruddell, 2005). El dafio que el Fe produce en higado puede conducir a

fibrosis y cirrosis y, en casos avanzados, al cancer de higado.

En el corazoén, la formacion de radicales hidroxilo inducidos por Fe no unido a
transferrina causa una disfuncion en la cadena respiratoria mitocondrial que conduce al

paro cardiaco (Anderson y col., 2001).
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Figura 9. Principales fuentes generadoras de radicales libres (EROs).
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2.4. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.4.1. INTRODUCCION

Una sustancia se define como antioxidante cuando es capaz de disminuir o
inhibir el dafio oxidativo sobre una molécula. Para la desintoxicacion de ERO los
organismos han desarrollando numerosos tipos de sistemas defensivos de prevencion,
intercepcion y reparacion, formados por atrapadores y sustancias neutralizantes no
enzimaticas, asi como por sistemas enzimaticos entre los que estan las superoxido

dismutasas, glutation peroxidasas y la catalasa, entre otras. También otros sistemas
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importantes son las reacciones de regeneracion y el sistema del glutation (Camougrand

y Rigoulet, 2001; Navarro y cols., 2001).

Como se ha mencionado anteriormente, en la célula se forman continuamente
radicales libres frente a los cuales se debe actuar, por ejemplo: 1) formacién de O," en
la cadena de transporte electrénico y citocromo Pysp, por reacciones de autooxidacion y
por la accion de ciertas enzimas como la xantina-oxidasa, 2) formacion de H,O, por
dismutacion del O, y la accion de ciertas oxidasas, 3) formacion de HO® por continua

exposicién a bajas radiaciones (Lenaz, 1998).

Los sistemas defensivos pueden actuar capturando la mayor cantidad posible de
metales como el hierro y cobre en proteinas almacenadoras o transportadoras (Halliwell
y Gutteridge, 1999). Un ejemplo es la transferrina, que tiene capacidad de unirse al
hierro plasmético de humanos, la ceruloplasmina y la albumina al cobre plasmatico

(Gutteridge y Haliwell, 1994).

El &cido ascorbico también es un antioxidante importante, pero sélo en ausencia
de iones metélicos, ya que se ha comprobado que en pacientes con sobrecarga de hierro,
en cuya sangre circulan quelatos de iones de hierro y citrato, pueden presentar lesion
hepética, diabetes, artropatia y hepatoma (Cheeseman y Slater, 1993; Vifia y col.,

1993).
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2.4.2. MECANISMOS CELULARES DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.4.2.1. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La enzima superdxido dismutasa (SOD) fue descrita por McCord y Fridovich en
1968. Estd presente en la mayoria de los organismos aerébicos y contiene en su
estructura metales esenciales para su funcién catalitica, segun los cuales hay varios tipos
que catalizan la misma reaccion (Gutteridge y Halliwel, 1994; Barbi de Moura y col.,

2010).

Tabla 4. Tipos de SOD (modificado de Gutteridge y Halliwel, 1994)

LOCALIZACION

METAL PRESENTE ORGANISMOS SUBCELULAR
Cobre y Cinc (Cu/Zn SOD) Células eucariotas nucleadas Citosol, nucleos,peroxisomas
Manganeso (Mn SOD) Bacterias y células aerobias eucariotas Mitocondrias y citosol
Hierro (Fe SOD) Bacterias y plantas No en humanos

Los metales de la SOD reaccionan con O," y con H*, para formar H,0, y O,.
La escisién no enzimatica del O,* ocurre también lentamente a pH 7.4, pero la enzima

la acelera 10.000 veces (Fridovich, 1974):

SOD
0, +2H" ———  H,0,+ 0,

En humanos, la Mn SOD mitocondrial elimina el O," ~ producido por la cadena

de transporte de electrones y por las oxidasas de dicho organulo celular. La Cu,Zn SOD
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elimina el O," ~de oxidasas citosolicas y de las enzimas del citocromo Pz presentes en
el reticulo endoplasmico de la célula. Algunas Cu,Zn SOD pueden estar presentes en
peroxisomas. La SOD debe actuar en conjunto con otras enzimas que descompongan el
H,O,, porque puede éste formar HO® cuando contacta con iones metalicos produciendo
dafio tisular. A su vez altos niveles de H,O, pueden inhibir a la enzima (Cheeseman y

Slater, 1993; Melov, 2002).

2.4.2.2. CATALASA (CAT)

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los tejidos de mamiferos
que se encuentra localizada en pequefias organulos llamados peroxisomas (80%) y en
citosol (20%), aunque también en tejido cardiaco se halla en la mitocondria a baja
concentracion (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995) donde ejerce un importante papel
antioxidante (Radi y cols., 1993). La catalasa elimina el H,O, rompiéndolo directamente
hasta O,. También tiene actividad peroxidante (Aebi, 1984) produciendo la oxidacién
de donadores de hidrogeno como el etanol, metanol, acido formico y fenoles con el

consumo de un mol de peroxido:

CAT
2H,0p ——— > 2H,0 + O,

CAT
ROOH + AHp — ROH + H,O + A

La actividad predominante depende de la concentracion del donador de
hidrogeno y de la concentracién o produccion de H,O, en el sistema. La catalasa tiene

enorme capacidad para destruir el H,O,, es una de las enzimas mas activas conocidas.
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De todas formas su afinidad por el H,O, es también baja y necesita elevadas
concentraciones de H,O, para actuar rapidamente (Cheeseman y Slater, 1993;

Roberfroid y Buc-Calderon, 1995).

2.4.2.3. GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

Se trata de una familia de enzimas que utilizan glutation (GSH) como donador
de hidrogeno y que pueden aceptar otros perdxidos organicos ademas del H,O, como
sustratos (Flohé y Gunzler, 1984; Wendel, 1993; McCord, 2000). El radical R puede ser
un grupo alifatico, un grupo orgéanico aromatico o simplemente H. Los productos de
reaccién son H,O y un alcohol (ROH) o una segunda molécula de H,O, cuando el

sustrato es H,0;:

GPX
ROOH +2GSH ——  » ROH + H,0O + GSSG

Los tejidos humanos contienen glutation peroxidasa, como la mayor enzima
eliminadora de perdxidos. La regeneracion del glutation oxidado es efectuada por la

enzima glutation reductasa:

GSHR
GSSG + NADPH + H+ ——— 2 GSH + NADP+

Hay dos grandes grupos de glutation peroxidasa, un primer grupo contiene
selenocisteina en su centro activo, siendo una enzima activa frente a hidroperdéxidos y a

H,O,, el segundo grupo de enzimas no depende de Se para su catalisis y no es activa
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frente a H,O, (Lawrence y Burk, 1976; Flohé y Gunzler,, 1984; Rayman, 2000; Bigel

y col., 2001).

Flohé y Schlepel (1971) hallaron GPX en humanos, su localizacion subcelular es
a nivel de citosol y de matriz mitocondrial para los dos tipos y aunque tiene mayor
afinidad por el H,0; que la catalasa (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995), presenta menor
actividad que ésta a elevadas concentraciones. Esto podria implicar que la GPX esta
mas adaptada a eliminar el H,O, que se produce en la cadena de transporte electrénico
mitocondrial. Esta enzima puede reducir perdxidos lipidicos, por tanto es muy
importante para el mantenimiento de la estructura y funcion de las membranas

bioldgicas (McCord, 2000; Barbi de Mouray col., 2010).
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2.5. CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DE LA LECHE DE CABRA

La leche es uno de los alimentos mas completos desde un punto de vista
nutricional, ya que no sélo constituye una buena fuente de macro y micronutrientes,
sino que ademas contiene compuestos activos que juegan un papel significativo tanto en
la nutricién como en la proteccion de la salud (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997); de ahi
su importancia en cualquier etapa de la vida, pero especialmente en la infancia y la

adolescencia, periodos criticos en el desarrollo del individuo.

La cabra ha sido considerada como uno de los animales domésticos de mayor
aprovechamiento, sobre todo por su leche y carne que posee una alta calidad nutricional,
que se traduce en un bajo contenido de grasas saturadas y de grasas totales, solo
comparable a la carne de pollo, ademas de ser baja en calorias, presenta un nivel de
proteinas similar al de las otras carnes; sin olvidar la utilidad de su piel y otras partes de

su cuerpo (Sanchez, 2004).

La cria de la cabra como animal suministrador de leche se remonta a la
prehistoria, ya que el hombre, desde la antigliedad, reconocio6 sus propiedades lecheras
(Boza y Sanz Sampelayo, 1984). Su talla pequefia, pocas exigencias, capacidad de
adaptacion, docilidad y elevada produccion, tuvieron que hacerla muy apreciada por el
hombre primitivo, como lo ponen de manifiesto las pinturas y tallas del arte rupestre,
que hablan de su proximidad al hombre (Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

La leche de cabra ha sido un componente esencial de la “dieta mediterranea”

desde sus origenes (los murales egipcios o los textos biblicos hablan de su consumo)
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especialmente mediante su transformacién en queso. Tradicionalmente se ha dado a

bebés y nifios que no podian tomar leche materna y no toleraban la de vaca.

La leche de cabra es un alimento con unas caracteristicas nutricionales altamente
beneficiosas, que le confieren un alto interés como alimento y objeto de investigacion.
A pesar de su bajo consumo, la leche de cabra estda adquiriendo un gran interés
nutricional en la tendencia actual de buscar alimentos méas saludables en los paises

desarrollados (Chandan y col., 1992).

De hecho, ya existen numerosas experiencias que han probado la condicién de
alimento funcional de la leche caprina, entendiendo como “alimento funcional” aquel
que contiene compuestos beneficiosos desde un punto de vista fisiologico para el
consumidor, ademas del valor nutritivo basico, este tipo de alimentos se diferencian de
los alimentos nutracéuticos por el hecho de que a los alimentos funcionales no se les
afiade ningun producto farmacéutico, sino que los componentes que hacen que un

alimento sea funcional han estado siempre presentes en la naturaleza.

Se ha observado que el consumo de leche de cabra o de los productos derivados
de ésta, es una alternativa real a la leche bovina en grupos que presentan ciertas
patologias, como alergia a la proteina de la leche bovina (Infante y col., 2003; Haenlein,
2004) o intolerancia a la lactosa (Bevilacqua y col., 2001; Lara-Villoslada y col., 2004;
Sanz Ceballos, 2007), problema que, de acuerdo a algunas estimaciones, lo sufre
alrededor del 10% de la poblacion mundial. Ademas, su consumo habitual ayuda a
prevenir y tratar algunas enfermedades y dolencias habituales en nuestros dias, tales

como anemia (Alférez y col., 2006), arteriosclerosis y osteoporosis.
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Estudios en nifios han demostrado que los resultados obtenidos en cuanto a
ganancia de peso, aumento en la estatura, mineralizacion esquelética, densidad de hueso
y contenido de vitaminas en sangre (vitamina A, niacina, tiamina y riboflavina) son
superiores cuando se suministra una alimentacion con leche de cabra (Chacén, 2005).
No obstante, los pediatras no la recomiendan como sustituto total de la leche materna en
nifilos menores de un afio dado su alto nivel proteico y mineral, y por su bajo contenido

de carbohidratos, &cido folico y vitaminas Bg y B, (Darnton y col., 1987).

2.5.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Una particularidad de la leche de cabra es la ausencia de caroteno, lo que le da
su color completamente blanco (a diferencia de la vaca que el caroteno le confiere color
a su grasa). El caroteno, precursor de la vitamina A, debe ser convertido por el
organismo en la glandula tiroides. En la leche de cabra no encontramos caroteno sino
directamente vitamina A completamente disponible para su asimilacion, sin
intervencion de dicha glandula. Esto es muy importante en el caso de nifios pequefios

cuya actividad tiroidea no esta totalmente desarrollada.

El fuerte olor y sabor que caracteriza la leche caprina se produce como
consecuencia de la absorcion de compuestos aromaticos durante su manejo. Sin
embrago, 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). Sin embargo, si la leche de cabra es manipulada
adecuadamente no tiene por qué producirse ese caracteristico olor de la misma que en

muchas personas provoca rechazo, ya que los los acidos grasos de cadena media se
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encuentran encapsulados dentro del glébulo graso y las lipasas necesarias para liberarlos
de los triglicéridos que los contienen se destruyen en el proceso de pasteurizacion.
Ademas hay que afiadir, que una vez rota la integridad de los glébulos, la leche es méas

propensa a enranciarse (Chacén, 2005).

El sabor 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.
Ademaés, su mayor contenido con respecto a otras leches en Cl y minerales, le confieren

un sabor ligeramente salobre.

Se diferencia de la leche de vaca en que ésta es ligeramente acida, mientras que
la de cabra es casi alcalina (pH 6,7), debido a su mayor contenido proteico y a las
diferentes combinaciones de sus fosfatos (Saini y Gill, 1991), por lo que esta leche se

utiliza en personas con problemas de acidez (Jandal, 1996).

La dieta caprina 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 arométicas o la pulpa de la remolacha,

comunican sabores extrafios y poco atractivos a la leche (Arbiza, 1986).
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2.5.2. 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, segun el estado

nutricional del animal (Fehr y col., 1982).

La composicion general de la leche de cabra varia dentro de un amplio margen
dependiendo de las caracteristicas genéticas propias de cada raza. Estas diferencias
genéticas tienen una considerable influencia en la digestion de esta leche. Aln maés, el
estado y el momento de lactancia en que se hace el ordefio, asi como la dieta del animal,
su salud y su estado fisiolégico general tiene un efecto directo sobre todos los

constituyentes mayores y menores de la leche (Chacon, 2005).

De manera que el contenido graso puede variar desde un minimo del 3,00%
hasta un méximo de 6,63% la proteina desde un 2,90% hasta un 4,60%, la lactosa puede
oscilar entre un 3.80-5.12% mientras que la caseina se altera menos por esos factores:

2.45-2.72% (Gnan y col., 1985; Espie y Mullan, 1990; Faria y col., 1999):

El efecto de la estacion del afio es multifactorial sobre la calidad nutricional de
la leche pues en funcién de la estacion suele variar la alimentacion, el estado de prefiez,
el estado fisiologico del animal, etc. Por ello es dificil hablar de efectos aislados. Se
encuentra documentado, el hecho de que los acidos grasos C18:1, C18:2 y C18:3,

suelen incrementarse en las épocas de verano, mientras que los acidos grasos C:4y C:16
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se reducen significativamente en los paises que experimentan las cuatro estaciones

(Chacén, 2005).

En términos de composicion, la etapa de lactancia es mas importante en la leche

de cabra (Samarzijay col., 2001) que en la de vaca.

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 la proteina, los factores que ejercen mayor influencia son las
caracteristicas energéticas y nivel proteico de la dieta. Ademas también desempefia un
papel importante la propia carga genética del animal, siendo la ausencia de degradacion

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 &cidos
grasos y con ello el contenido graso de la leche. La modificacién 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 &cidos grasos saturados y reduciendo el de los esenciales

en la leche. Las grasas “protegidas” suministradas en los piensos, salvan el obstaculo
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del rumen y parecen una buena estrategia para mejorar la calidad lactea, aumentando el
contenido de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS), con marcados efectos beneficiosos

en el metabolismo lipidico humano (Sanz Sampelayo y col., 2004).

Asi pues, las diferencias en la composicion de las leches de vaca y cabra queda

resumida en la siguiente tabla:

Tabla 5. Composicion quimica de la leche de cabra en comparacién con la de

vaca (modificado de Sanz Ceballos y col., 2009).

LECHE CABRA LECHE VACA 2l drahlic A
PARA LECHE
(%) (%)

DE CABRA (%)
Solidos 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 411 4.47 -8.8

2.5.2.1. PROTEINAS Y AMINOACIDOS

Dado que la leche de cabra se destina en gran medida a la fabricacion de queso, la

proteina es el componente mas importante desde un punto de vista tecnolégico.

La fraccion proteica de la leche caprina esta ligada a la genética y no tanto a la
alimentacion del animal, ya que este macronutriente se modifica mucho de una raza a otra,

debido a la gran variabilidad genética que caracteriza a la cabra (Martin, 1996).
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En general, la composicion y calidad proteica es similar en la leche de cabra y
vaca, aunque algunos estudios han afirmado que la proteina caprina puede tener un mayor
valor biolégico que la vacuna (Belewu y Aiyegbusi, 2002). Sin embargo, y aunque la
proporcion caseinas/proteinas del lactosuero es también similar (80/20), las caseinas de la
leche de cabra son més solubles y por tanto su absorcion es mucho mas facil (Boza y Sanz-
Sampelayo, 1997). Asi pues, la mayor calidad de la proteina de la leche de cabra
comparada con la leche de vaca quedd demostrada en un estudio realizado en ratas con
reseccion parcial de intestino delgado, en el que se observd que los animales que
consumieron dieta elaborada a base de leche de cabra tenian un indice de crecimiento
superior, con una mejor utilizacion digestiva y metabdlica de la proteina, que las que

consumieron dieta basada en leche de vaca (L6opez-Aliaga y col., 2003).

Segun Boza y Sanz Sampelayo (1997), el contenido de Nitrégeno de la leche de
cabra es de 5.2 g/Kg, lo cual representa 33.2 g de proteina. Los diferentes tipos de
proteina que se pueden encontrar en la leche (ya sea de cabra o vaca) son: las proteinas
coagulables, termorresistentes o caseinas que constituyen la fraccion proteica
mayoritaria y precipitan a un pH= 4.6; se distinguen tres tipos distintos: a-caseina, -
caseina y k-caseina. Las proteinas que permanecen en solucion a dicho pH son las
proteinas hidrosolubles, termosensibles y no coagulables que forman parte del
lactosuero: a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albdmina, inmunoglobulinas, péptidos y
otras proteinas menores, algunas con caracter enzimatico; éstas se pierden en la
elaboracion del queso por el suero y se desnaturalizan por los tratamientos térmicos para

la conservacion de la leche.
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Tabla 6. Fraccidon proteica de la leche de cabra (modificado de Sanz Ceballos y

col., 2009).
LECHE CABRA | LECHE VACA SIRSNEN S
(9/100 g) (9/100 @) PARA LECHE DE
9i1bo g gi-vv g CABRA (%)
Caseina (Cn) 82.70 82.65
as1-Cn 18.92 30.80 -62.8
as2-Cn 8.52 7.50
B+k-Cn 55.26 44.35 +19.7
Proteinas Séricas 17.30 17.35

La leche caprina tiene menos asl-caseina que la leche de vaca (5% del total de
proteinas en la cabra, frente al 35% de la vaca) (Martin, 1996) y mas [-caseina y «-
caseina (Park, 2006). La as1-caseina, proteina, que no esta presente en la leche humana,
es considerada uno de los principales alergenos responsables de la alergia a la proteina

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

Algunos estudios prospectivos han estimado que la alergia a las proteinas de la
leche de vaca afecta aproximadamente el 3-5% de los lactantes en paises
industrializados, aunque en nuestro pais la incidencia puede ser algo méas baja (Garcia
Ara y col., 2003). Infante y col., (2003) demostraron que una vez asegurada la
tolerancia de estos pacientes a la proteina de la leche caprina, esta constituye un
excelente sustituto en el 25% de los nifios de mas de dos afios de vida. Y segun
Haenlein (2004), en diversos estudios realizados en Francia asi como en otros paises, la

sustitucion de la leche de vaca por la de cabra produjo efectos positivos hasta en un 93%
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de los nifios con alergia a la leche de vaca; lo cual pone de manifiesto que la leche de
cabra es mas tolerable y menos alergénica (Bevilacqua y col., 2001; Lara-Villoslada y
col., 2004; Sanz Ceballos, 2007). La patologia se produce como consecuencia de la
generacion de inmunoglobulinas E al entrar en contacto con las proteinas de la leche,
especialmente en nifios donde éstas suelen ser las primeras proteinas extrafias 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
0 de larga duracién pasteurizadas con un sistema de ultra alta temperatura a 100 °C
durante 10 segundos por UHT; sin embargo, 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 (Chacon,

2005).

El menor contenido de asl-caseina que caracteriza a la leche de cabra, puede
contribuir al mayor valor nutritivo de la proteina de la misma, ya que el tamafio de los
conjuntos de caseinas o micelas es mas pequefio en la leche de cabra (50 nm) respecto a
la vaca (75 nm) reduciendo el tiempo de coagulacién, de manera que son mas
facilmente degradadas por las proteasas mejorando el aprovechamiento de la proteina a

nivel digestivo (Park, 1994; Haenlein, 2004; Park, 2006; Haenlein, 2007).

Las caseinas de la leche de cabra se caracterizan por contener mas glicina, asi como

menos arginina y aminoacidos sulfurados, especialmente metionina (Chacon, 2005).
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Seis de los diez aminoacidos esenciales se encuentran en cantidades superiores
en la leche de cabra vs. vaca (Haenlein, 2004). Cabe destacar el alto contenido de lisina
de la leche de cabra a pesar de tener menor cantidad de asl-caseina (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 (XO) es un
10% menor en la leche de cabra. La lipolisis de la leche de cabra es muy diferente a la
de vaca, generdndose en aquélla acidos grasos libres y productos aromaticos
caracteristicos, debidos a la distribucion de la lipoprotein-lipasa (LPL) en varias de sus

fracciones.

2.5.2.2. HIDRATOS DE CARBONO

En cualquier leche el hidrato de carbono mayoritario es la lactosa (4,7-4,8%).
Antes de ser absorbido por el intestino delgado y pasar a la sangre, este disacarido tiene
que descomponerse en azUcares simples (glucosa y galactosa). Este paso se realiza en la
superficie de las células de la mucosa intestinal por medio de una enzima llamada
lactasa, que determina la capacidad de digestion de la leche. Si existe una insuficiencia
de lactasa, el azlcar de la leche se acumula en el intestino, fermenta y produce gas, mas
tarde serd evacuada mediante deposiciones liquidas (diarrea), debido al aumento en la
luz intestinal de este disacarido osmoticamente activo. Asi, valores bajos de lactasa se

asocian a la intolerancia lactea (Ganong, 2004).
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El contenido de lactosa en la leche de cabra es bajo 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 (Chacén, 2005).

Debido a la ya mencionada digestibilidad de la leche caprina, en el proceso
digestivo experimenta un menor tiempo de transito gastrico, de manera que la liberacion
de nutrientes desde el estdbmago al intestino se realiza a un ritmo mas adecuado

facilitando la digestion de la lactosa (Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

Una diferencia muy importante en la composicion glucidica de la leche de cabra
y vaca reside en los oligosacéridos: la leche de vaca solo contiene trazas de estos
compuestos, mientras que en la de cabra se encuentran concentraciones 10 veces
superiores. Ademas, los oligosacaridos caprinos se caracterizan por su gran variabilidad
estructural, lo que hace que la leche de cabra sea la mas semejante a la leche materna
(Martinez-Férez, 2006). Esta similitud sugiere que estos compuestos podrian tener una
bioactividad similar. En este sentido, se ha demostrado in vitro que los oligosacéridos
de la leche de cabra inducen la maduracion del epitelio intestinal, ya que favorecen la

diferenciacion de células Caco-2 (Martinez-Férez, 2004).

Otra caracteristica importante del componente glucidico de la leche de cabra es
su elevado contenido en galactosa, muy importante para el desarrollo cerebral en las

primeras etapas de vida (Martinez-Férez, 2004).
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2.5.2.3. LIPIDOS

El contenido graso de la leche de cabra es superior al de vaca (4,14% vs.
3,34%), similar al de la leche humana (4,38%) e inferior al de la leche de oveja (7,00%)

(Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

Los glébulos grasos que forma la emulsion lipidica estdn formados
principalmente por un ndcleo de triglicéridos, rodeado de una capa externa constituida
por lipidos polares (principalmente fosfolipidos) y proteinas. Una caracteristica de la
leche de cabra es el pequefio tamafio de estos globulos grasos comparados con el de los
globulos en la leche de vaca (2 um en la leche de cabra y un promedio de 3-5 um en la
de vaca), ademas, la leche caprina, no contiene aglutinina, proteina encargada de
agrupar los globulos grasos para formar estructuras de mayor tamafio, por esta razén sus
glébulos estdn mas dispersos, son atacados mas facilmente por la enzimas

digestivas (lipasas) y por lo tanto la velocidad de digestion es mayor (Chacon, 2005).

Esta mejor digestibilidad de la grasa de la leche de cabra se debe igualmente a la
elevada cantidad de la enzima lipoprotein-lipasa (LPL) presente también en la leche de
vaca. Esta 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 esta mas ligada a los glébulos de grasa, facilitando la hidrolisis.
Esta es la razon por la cual la leche de cabra presenta mayor porcentaje de &cidos 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).
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La leche de cabra es més saludable que la de otros rumiantes, en gran medida,
gracias a su perfil de acidos grasos (Haenlein, 2004). 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 céprico) es superior al de la leche
de vaca (en un 46%). Asi, la leche de cabra es mas rica en triglicéridos de cadena media
(MCT). Estos triglicéridos son una fuente de energia rapida, ya que se absorben
directamente en el intestino delgado proximal y no necesitan la participacién de las
sales biliares para su absorcién. Por ello son muy Utiles en dietas para pacientes con
insuficiencia pancredtica, fibrosis quistica, déficit o ausencia de sales biliares, hepatitis
cronica o neonatal, cirrosis biliar o alcohdlica, ictericia obstructiva e
hiperlipoproteinemia (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Ademés, la oxidacion
mitocondrial de los &cidos grasos de cadena media es, en parte, independiente de los
niveles de carnitina, lo cual supone una ventaja en casos de déficits de este enzima
(Odle, 1997). Debido a su répida absorcion, los MCT han sido utilizados en la
prevencion de la obesidad. Los acidos grasos derivados de estos triglicéridos son
rdpidamente oxidados en el higado, por lo que estimulan la saciedad de forma répida,
disminuyen los depdsitos de grasa y facilitan el control de peso, sin modificar el aporte

energético (St-Onge y Jones 2002).

En un estudio realizado en ratas con reseccion intestinal del 50% de 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 (Alférez y col., 2001).
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La leche de cabra excede a la de vaca en la cantidad de acidos grasos esenciales
que no son sintetizados por el organismo humano como el linoleico, linolénico,
araquidonico que también presentan beneficios para la salud humana (Haelein, 2004), lo
cual es muy valioso en términos de la aceptacion de este alimento debido a la creciente
preocupacion por la nutricion. Se ha demostrado que la leche de cabra es un alimento
cardiosaludable, ya que reduce los niveles de LDL-colesterol, manteniendo dentro del
rango fisioldgico los niveles de triglicéridos, HDL-colesterol y transaminasas (GOT y
GPT) (L6pez-Aliaga y col., 2005). Varios estudios han investigado, los posibles efectos
del &cido linoleico conjugado (CLA) sobre la salud humana, sus propiedades estan
relacionadas con isomeros especificos, con propiedades anticancerigenas (Ip y col.,
1999), antiaterogénicas, (McGuire y McGuire, 2000) y antidiabéticas (tipo 11) (Ryder y
col., 2001), alterando la division de sustancia nutritiva y el 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). El contenido

de CLA esta muy relacionado con la dieta del animal.

2.5.2.4. MINERALES

La composicién mineral de las leches de cabra y vaca no presenta grandes
diferencias (Haenlein, 2001). Sin embargo, es destacable la mayor cantidad de Ca, P, K,
Mgy Cl, y lamenor de Nay S, de la leche de cabra respecto a la de vaca (Park, 2006).
Asimismo, existen estudios cientificos que demuestran que la biodisponibilidad de
ciertos minerales si es diferente, siendo mucho mas ventajosa en la leche de cabra
(Gueguen, 1996). La composicion mineral de la leche depende de la especie animal y de

la alimentacion proporcionada.
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Tabla 7. Contenido mineral de la leche de cabra (modificado de Sanz Ceballos

y col., 2009).
LECHE CABRA | LECHE VACA DIFERENCIAS PARA
(9/100 g) (9/100 g) LECHE DE CABRA (%)
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

La leche de cabra contiene una cantidad de Fe ligeramente superior a la de vaca
y la biodisponiblidad de este elemento es mucho mayor en la primera. En un estudio
realizado por Lépez-Aliaga y col., (2000), la utilizacion digestiva del Fe y Ca, asi como
el deposito en organos diana fue superior en los animales que ingirieron dietas basadas
en leche de cabra, lo cual sugiere que la leche de cabra minimiza las interacciones Fe-
Ca, y por tanto, favorece 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 depdsito en organos diana y la vuelta a la normalidad de los parametros
hematologicos alterados como consecuencia de la anemia ferropénica nutricional. 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: la cisteina y la lisina, que inducen la solubilizacion de Fe ferroso

o férrico formando quelatos tridentados, son el principal factor asociado con una mayor
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absorcion del metal (Van Campen, 1973). Por otra parte, el mayor contenido de &cido
ascoérbico (vitamina C) en la leche de cabra, contribuye a aumentar la absorcién 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).

Comparativamente, la leche de cabra aporta un 13% mas de Ca que la leche de
vaca (Chacon, 2006), a lo que hay que afadir que la leche de cabra favorece la
absorcion del Ca debido a su mayor contenido en Vitamina D (Alférez y col., 1996) y
lisina, aminoacido que parece estar relacionado con el transporte pasivo de Ca (Diaz-

Castro, 2007).

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 répida utilizacion de la energia

disponible a partir de esos triglicéridos de cadena media.

Dado su contenido en P (en forma de fosfatos), la leche de cabra es un alimento
altamente recomendable en individuos que presentan una dieta vegetariana ya que es
habitual que en estas personas se produzcan deficiencias de este mineral. Ademas, el P,
contribuye, junto con las proteinas, a la alta capacidad buffer de la leche de cabra, de ahi
su utilidad en Ulceras gastricas, especialmente cuando la constante irritacion causada por
la accion de los jugos gastricos es dafiina para el revestimiento del tracto digestivo

(Chacdn, 2005).
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El Cay el P se encuentran en proporciones Optimas para su absorcion, Campos y
col. (2003) demostraron que el consumo de leche de cabra en ratas con reseccion
intestinal mejoraba la absorcion de de estos minerales, asi como su destino metabdlico

en los 6rganos diana.

La leche de la cabra contiene Se en una cantidad similar a la leche materna (13,3
ML vs.15,2 pL) y muy superior a la leche de vaca (9,5 pL). Este mineral se caracteriza
por su accion antioxidante (USDA, 2004) puesto que actla como cofactor de la enzima
glutation peroxidasa, implicada en los procesos de eliminacién de radicales libres del
organismo. Asi pues, el aporte de Se es muy importante no solo porque suele ser
deficiente en el cuerpo humano, si no porque ayuda a controlar el sistema inmunoldgico
y actla 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).

2.5.2.5. VITAMINAS

La leche de cabra contiene niveles mas altos de vitaminas del grupo B que la
leche de vaca, a excepcién de las vitaminas Bg y Bi, que estdn en menor cantidad
(Jauber y Kalantzopoulos, 1996). El contenido en vitamina D y é&cido nicotinico

también es superior en la leche de cabra.

La leche de cabra provee aproximadamente el doble de vitamina A que la leche

de vaca. El alto contenido de esta vitamina, explica la ausencia de carotenoides en la
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leche de cabra, pues todos estos se encuentran ya como 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).

El principal inconveniente de la leche de cabra es su bajo contenido en acido
félico (vitamina Bg) en comparacién con el de la leche de vaca y la humana. 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 descredito que sufrio 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 acido
félico y que no se encuentra en la leche de vaca (Chandan y col., 1992). Esta patologia
responde muy bien al tratamiento con &cido folico. Trabajos experimentales han
demostrado que la fortificacion de la leche de cabra con acido fdlico no solo eleva su
nivel nutricional si no que deberia ser un estandar cuando esta leche se destina a dietas

infantiles (Chacon, 2005).
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Tabla 8. Composicion vitaminica de las leches de cabra y vaca (modificado de

Chandan y col., 1992; O"Connor, 1994).

wmss | UEiEDE | LeciEe
A, Ul/lL 2030.0 1260.0
D, Hg/L 0.6 0.3
E, mg/L 0.3 1.0
K, ug/L 12.0 -
B1, mg/L 0.5 0.1
B,, mg/L 14 1.4
Niacina, mg/L 2.7 0.8
Acido Ascérbico, mg/L 21.0 15.6
Acido pantoténico, mg/L 3.1 3.0
Be, Mg/L 0.5 0.7
B12, Mg/L 0.7 35
Acido félico, pg/L 6.0 50.0
Colina, mg/L 119.9 120.0
Inositol, mg/L 110.5 109.3

2.5.2.6. FACTORES BIOACTIVOS

Las poliaminas (espermidina, espermina y putrescina) son compuestos
nitrogenados presentes en la leche de diferentes mamiferos que parecen jugar un papel
importante en el desarrollo intestinal de los neonatos de distintas especies; su

concentracion en la leche varia en funcion del periodo de lactancia, probablemente
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debido a una adaptacion de las necesidades del neonato (Ploszaj y col., 1997). En la
leche de vaca, la concentracion de espermina y espermidina es maxima en el calostro,
debido a que la capacidad de sintesis es maxima; durante el primer mes de lactancia, la
concentracion de estas sustancias disminuye y permanece baja hasta el final de la
lactancia. Mientras que en la leche de cabra permanece estable durante todo el periodo
de lactacion (a excepciodn 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

patrén 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,
dificultan el paso de alergenos alimentarios. En este sentido, diferentes estudios
sugieren que el menor riesgo de padecer este tipo de reacciones alérgicas en nifios
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).

La leche de cabra también es méas rica en nucle6tidos. Al contrario de lo que
ocurre con las poliaminas, el patrén de secrecion de nucleétidos es muy similar en las
leches caprina y bovina. En el calostro, la concentracion es méxima, y a partir de las
primeras semanas, disminuye. Sin embrago, el contenido en nucledtidos totales es
siempre mayor en la leche de cabra. La leche de vaca s6lo es mas rica en acido ordtico
(73 mg/L) (Belitz y Grosch, 1997), producto intermedio de la biosintesis de los
nucleétidos de pirimidina asociado con el sindrome del higado graso, del que solo

existen trazas en la leche humana (Jauber, 1996).
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La leche de cabra es particularmente rica en la Coenzima Q, por lo que también

se le ha atribuido cierta actividad anticancerigena (Chacén, 2005).

Otros factores bioactivos presentes en cantidades traza se recogen en la siguiente
tabla:

Tabla 9. Factores bioactivos presentes en la leche de cabra (Chacon, 2005).

FACTOR BIOACTIVO FUNCIONALIDAD

Linfocitos B Produccién de anticuerpos
Macrofagos Respuesta inmune
Neutroéfilos Respuesta inmune
Linfocitos T Respuesta inmune
Anticuerpos IgA/lgG Respuesta inmune
Proteina ligante de B, Evita proliferaciones bacterianas indeseable
Factor bifidum Promueve el desarrollo de bifidobacterium en colon
Fibronectina Favorece a los macréfagos
vy Interferon Favorece a los macrofagos
Lisozima Ruptura de paredes celulares microbianas
Mucinas y oligosacaridos Probioticos
Factores de crecimiento Estimulo del sistema digestivo y del crecimiento
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se han empleado 180 ratas macho (Ratus novergicus, raza Wistar albina), recién
destetadas, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de
Granada. Los protocolos de manejo, cuidado y sacrifico de animales empleados fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Granada y de acuerdo con las

directrices comunitarias de la Union Europea.

Tras el destete, las ratas son divididas en dos grupos experimentales. La
ferrodeficiencia es inducida en uno de los grupos por la técnica desarrollada
previamente por nuestro grupo de investigacion (Pallarés y col., 1993): las ratas son
sometidas a un periodo pre-experimental (PPE) de 40 dias, en los cuales se les
suministra dieta estandar AIN-93G (Reeves y col., 1993), pero con bajo contenido en Fe
(5 mg Fe/kg dieta). La dieta baja en Fe utilizada para inducir la anemia se obtuvo
omitiendo el Fe del suplemento mineral de la dieta. El grupo control recibié la misma

dieta, pero con un contenido normal en Fe (45 mg Fe/kg dieta) (Reeves y col., 1993).

Desde el comienzo del estudio, las ratas fueron alojadas en células individuales
de metabolismo. Estas células se encuentran situadas en una habitacion aireada y
termorregulada (21 + 2°C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-oscuridad) y un
55-60% de humedad. EI agua bidestilada esta disponible ad libitum, mientras que la
ingesta de alimento se controla (pair feed), de manera que los animales ingieren el 80%
de la ingesta media de cada periodo al dia, para evitar las diferencias debidas a la

cantidad de dieta ingerida. En el dia 40 del PPE, se toman muestras de sangre periférica
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de la vena caudal para el control hematoldgico de la anemia y se sacrifican 10 animales
por grupo (10 controles y 10 anémicos) siguiendo el Protocolo del Comité de Etica de la
Universidad de Granada. Se anestesia al animal con pentobarbital sodico (Sigma
Diagnostics, St Louis, MI, USA) a una dosis de 5 mg/100 g de peso por via intraperitoneal
y tras laparotomia media, las ratas son desangradas mediante canulacion de la aorta
abdominal. Parte de sangre es obtenida con EDTA como anticoaugulante, se centrifuga
(1500gq, 4°C, 15 min) para la obtencién de plasma y se emplea para la determinacion de
especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) y SOD. Otra alicuota es obtenida sin
anticoagulante, para separar las células rojas del suero. Posteriormente se extraen el
cerebro e higado, se lavan con solucion salina (NaCl al 0.9%) y éste Gltimo se divide en
dos porciones homogéneas (una para determinar Fe que se conserva congelada a -40°C y la
otra para estudiar la actividad enzimatica antioxidante). Las fracciones citosdlicas de
higado, cerebro y eritrocito se obtienen por centrifugacion diferencial con hemolisis
hipo6ténica el mismo dia del sacrificio y se conservan congeladas a -80°C hasta posterior

analisis del resto de enzimas antioxidantes (GPx y CAT).

Tras el PPE, el resto de animales (n=160) se sometieron a un periodo
experimental (PE) en el cual, los grupos controles y anémicos eran divididos en cuatro
subgrupos, alimentados durante 30 ¢ 50 dias con 4 tipos diferentes de dieta: basadas en
leche de vaca o cabra, y con contenido normal (45 mg/kg dieta) o sobrecarga de Fe
(450 mg/kg dieta). La dosis de 450 mg Fe/kg dieta es la mas comin para inducir la
sobrecarga crénica de Fe en estudios animales (Raja y col., 1994). Posteriormente,
durante el PE, los animales son sacrificados (siguiendo el Protocolo del Comité de Etica
de la Universidad de Granada) en cada periodo experimental (n=80) en el dia 70 y el resto

(n=80) en el dia 90 del estudio. Se anestesian los animales del mismo modo que en el PPE
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y tras laparotomia media, las ratas son desangradas. Parte de sangre es obtenida con
EDTA como anticoaugulante, para la obtencion de plasma que se emplea para la
determinacion de TBARS. Otra alicuota es obtenida sin anticoagulante, para obtener
suero. Posteriormente, se extraen el higado y cerebro. El higado se divide en dos porciones
homogéneas, una para determinar Fe, que se conserva congelada a -40°C y la otra para
estudiar la actividad enzimética antioxidante. Las fracciones citosolicas de higado,
cerebro y eritrocito se obtienen por centrifugacion diferencial con hemolisis hip6tonica
el mismo dia del sacrificio y se conservan congeladas a -80°C hasta posterior analisis de
enzimas antioxidantes (GPx, SOD y CAT). La figura 10 muestra el disefio experimental

del estudio.
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Figura 10. Disefio experimental del estudio

PERIODO EXPERIMENTAL (PE)

Dietabasada en leche de vacacon contenido normal de Fe

Anémicas (n=10) | ~ Anémicas (n=10) |

Dietabasada en leche de cabra con contenido normal de Fe

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL (PEP)

Anémicas (n=10) | Anémicas (n=10) |

| Diadel estudio |

[ P

[ [ | [ | [ [

0 10 20 30 40 50 60 70" 80 90*
: : Dietabasada en leche de vacacon sobrecarga de Fe

"issssssssnnnnns DietaA|N93G -------------;

Anémicas (n=10) | ~ Anémicas (n=10) |

Contenido normal Bajo contenido Dietabasada en leche de cabra con sobrecargade Fe
deFe en Fe para

para controles anémicas

{45 mg/Kq dieta) (5 mg/Kq dieta)

Anémicas (n=10) |

Anémicas (n=10) |

Leyenda de la fiqura 10:

* Toma de sangre de la vena caudal para el control hematolégico de la anemia y

sacrificio de 10 animales por grupo para extirpacion de higado y cerebro, determinacion de
Fe hepatico, relacion hepatosomatica, TBARS y mecanismos de defensa antioxidante

(GPx, SOD y CAT)

** Sacrificio de los animales para extirpacion de higado y cerebro, determinacion

de Fe hepético, TBARS y mecanismos de defensa antioxidante (GPx, SOD y CAT).
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3.2. DIETAS ENSAYADAS
La Tabla 10 muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el PPE y
PE.

Tabla 10. Dietas ensayadas durante el PPE y PE

COMPONENTE CANTIDAD (g/kg)

PPE

Dieta AIN 93 G (contenido normal o bajo contenido en Fe)?

Caseina 200

Aceite de Oliva Virgen 100

Almiddn de trigo 501

Ingredientes constantes ” 199
PE

Dietas con leche de vaca (contenido normal o sobrecarga de Fe)°

Proteina de leche de vaca 200
Lactosa de leche de vaca 353
Grasa de leche de vaca 100
Almiddn de trigo 148
Ingredientes constantes ° 199

Dietas con leche de cabra (contenido normal o sobrecarga de Fe)°

Proteina de leche de cabra 200
Lactosa de leche de cabra 341
Grasa de leche de cabra 100
Almidon de trigo 160
Ingredientes constantes " 199
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Leyenda de la Tabla 10:

%Contenido de Fe en la dieta durante el PPE: Las dietas fueron preparadas de

acuerdo con las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col.,
1993) para las ratas controles (contenido normal de Fe: 45 mg/kg dieta) y con bajo

contenido en Fe para las ratas anémicas (5 mg/kg dieta).

bLos ingredientes constantes (g/kg dieta) fueron: fibra (celulosa micronizada)

50, sacarosa 100, Cloruro de colina 2.5, L-cistina 1.8, corrector mineral 35, corrector
vitaminico 10. El corrector vitaminico se prepar6 de acuerdo a las directrices del
Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col., 1993). El corrector mineral se prepar6
de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col.,
1993) para las dietas en el PPE. Para las dietas basadas en leche de vaca y cabra
empleadas en el PE se formularon correctores minerales especificos teniendo en cuenta
el contenido mineral que aportaban las leches para alcanzar las citadas

recomendaciones.

“Contenido de Fe en la dieta durante el PE: Las dietas se prepararon de acuerdo

a las recomendaciones del del Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col., 1993)
para los grupos control (45 mg/kg dieta) y con elevado contenido en Fe (450 mg/kg

dieta) para los grupos de sobrecarga (Raja y col., 1994).
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La dieta estandar AIN 93-G del PPE y los suplementos minerales y vitaminicos
son preparados de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricién
(Reeves y col., 1993) pero con ligeras modificaciones en la fuente y nivel de grasa: la
grasa proviene de aceite de oliva en lugar de soja (debido a sus conocidos efectos
beneficiosos sobre la salud y por ser la mas comdnmente consumida en nuestro pais) y
la proporcion de grasa es 10% en lugar del 7%. La fuente de Fe empleada fue citrato
férrico. El contenido en Fe por analisis en las dietas ensayadas utilizadas durante el PPE
fue: 44.71 mg/kg en la dieta para los animales controles y 6.31 mg/kg en la dieta que
recibieron las ratas anémicas. Las dietas basadas en leche se elaboraron con leche en
polvo desnatada de vaca (raza Holstein) o cabra (raza Murciano-Granadina). Se
tomaron las cantidades necesarias de leche en polvo de vaca o cabra para obtener una
dieta con un 20% de proteina (570.13 g/kg dieta de leche de vaca y 553.71 g/kg dieta de
leche de cabra). Puesto que el contenido de grasa en la dieta era indetectable (< 0.01%,
debido a que se trata de leches desnatadas), ésta se afiadid para conseguir una dieta con
un 10% de grasa. La grasa se obtuvo por purificacion de mantequilla o nata (de vaca o
cabra, respectivamente). Ambos tipos de grasa se fundian al bafio maria vy
posteriormente se centrifugaban a 300 g (Hetticj, Universal 30 RF, Germany) durante
15 min a 4°C, para separar el sobrenadante que constituia la grasa pura. EI contenido en

Fe (mg/kg dieta) en las dietas usadas durante el PE, fue el siguiente por analisis:

-Dietas con contenido normal en Fe: 39.6 (dieta basada en leche de vaca) y 40.5

(dieta basada en leche de cabra).

-Dietas con sobrecarga de Fe: 481.87 (dieta basada en leche de vaca) y 476.44

(dieta basada en leche de cabra).
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3.3. TECNICAS ANALITICAS

3.3.1. MATERIA SECA

Es determinada como la parte de sustancia que no desaparece al someter la
muestra a una temperatura de 105 + 2°C, hasta alcanzar un peso constante. La materia

seca se determina en las distintas dietas ensayadas, y en el higado.

3.3.2. MATERIA GRASA

El contenido graso de las leches y las dietas fue determinado tras hidrdlisis

hidrocldrica por extraccion con éter de petroleo (Sanderson, 1986).

3.3.3. CONTENIDO PROTEICO

El contenido en nitrogeno de las leches en polvo desnatadas y dietas se
determina por el método Kjeldahl usando un factor de conversion de 6.25 para la dieta
estandar y 6.38 para la proteina aportada por las leches en polvo y las dietas basadas en

leche (Kjeldahl, 1883).

3.3.4. MINERALIZACION POR VIA HUMEDA

Un gramo de muestra (higado y dietas) en sustancia seca se coloca en un vaso de

precipitado, se afiaden 10-12 mL de acido nitrico concentrado (riqueza del 69%) y se tapa

con un vidrio de reloj. Se coloca en un bafio de arena SELECTA (Selecta, Barcelona,
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Espafia) a una temperatura de 70-80°C y se espera la aparicion de vapores
rojizos/anaranjados de oxido nitrico. Se afiladen 2 mL de &cido nitrico (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) a la muestra, tantas veces como sea necesario hasta la aparicion de
vapores blanquecinos. En este momento se comienza a afiadir 10 mL de mezcla
nitrico/perclérico (4:1, viv) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) en alicuotas de 2 mL
cada vez, hasta completar la mineralizacién. Una vez finalizada la mineralizacion, se deja
enfriar, se filtra en papel Whatman del n°® 41, libre de cenizas (Whatman International
Ltd., Maidstone, UK) vy se enrasa hasta un volumen final de 25 mL en un matraz aforado.
Como resultado final obtenemos una solucion transparente que se emplea en la posterior

determinacion de minerales.

3.3.4.1. DETERMINACION DE HIERRO

Las concentraciones de Fe en el higado y en las dietas se determinan por
espectrofotometria de absorcion atdmica (EAA) (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 atdmica se consigue que los atomos individuales de una

especie interactlien con la radiacion electromagnética.

Dada la importancia de una exacta determinacion de los distintos pardmetros
estudiados se ha llevado a cabo un control de calidad de estas determinaciones. Este
control incluye el analisis de un conjunto de patrones primarios y muestras problemas. Los
estandar primarios son de dos tipos: propios de cada determinacién y sueros controles

liofilizados (BCR certified reference material BCR 185; Community Bureau of
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Reference, Brussels, Belgium). EIl valor derivado del analisis de este material de

referencia es: Fe: 210 £ 6 mg/kg (valor certificado: 214 + 6 mg/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 ningdn

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

3.3.5. RECUENTO DE HEMATIES, HEMOGLOBINA, HEMATOCRITO,

VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO Y PLAQUETAS

Efectuado en el dia 40 a partir de sangre periférica obtenida de la vena caudal y
recogida en un tubo con EDTA, para el control hematologico de la anemia. Las
determinaciones se han llevado a cabo con un autoanalizador hematolégico SYSMEX

KX-21 (Sysmex, Tokyo, Japan).

3.3.6. FERRITINA SERICA

Los niveles de ferritina sérica se determinan usando el kit comercial Rat Ferritin
ELISA (Biovendor Gmbh, Heidelberg, Germany). Los patrones, calibradores, controles y
muestras se mezclan con la solucion de trabajo. Posteriormente, las muestras
convenientemente diluidas se incuban en microplacas con pocillos recubiertos de
anticuerpos altamente especificos contra la ferritina de rata, durante 2 h a temperatura
ambiente, procediendo posteriormente a la aspiracion y lavado de los pocillos. Tras este
paso, se procede a la adicion de la solucidn enzimatica que se unira selectivamente a los

pocillos y tras un ultimo lavado, el color se desarrolla usando un sustrato cromégeno
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(3,3%,5, 5’-tetrametilbenzidina, TMB). La absorbancia de la reaccion se monitoriza en un
lector de microplacas a 450 nm, usando un lector de microplacas Bio-Rad microplate
reader (Bio-rad Laboratories Inc., California, USA) en un plazo de 30 min. La intensidad

de color desarrollada es inversamente proporcional a la concentracion de ferritina sérica.

3.3.7. HIERRO SERICO, TIBC (CAPACIDAD TOTAL DE UNION AL HIERRO)

Y PORCENTAJE DE SATURACION DE LA TRANSFERRINA

Para calcular la tasa de saturacion de transferrina, primero se determina el TIBC
colorimétricamente (capacidad total de fijacion al Fe) y los niveles de Fe sérico
enziméaticamente, usando un kit comercial SIGMA Iron and total iron-binding capacity
(Sigma Diagnostics, St. Louis, MI, USA). El ensayo se adapta a microplacas, usando 50
pL de suero en 250 uL de tampdn mas 5uL de reactivo cromogeno. La absorbancia de
la reaccion se monitoriza en un lector de microplacas a 550 nm usando un lector Bio-Rad
microplate reader (Bio-rad Laboratories Inc., California, USA). El porcentaje de
saturacion de la transferrina ha sido calculado usando la siguiente ecuacion:

Saturacién de transferrina (%) = concentracion de Fe sérico [ug/L] / TIBC [ug/L] x 100

3.3.8. ESPECIES REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

La peroxidacion lipidica se evalua en plasma determinando la concentracion de
TBARS, siguiendo el método descrito por Yagi (1976) y Ohkawa y col. (1979). 0.5 mL
de plasma se mezclan con 1 mL de acido tricloroacético (TCA) al 15% (Sigma-
Aldrich, Buchs, Switzerland) y se centrifuga a 80 g durante 10 min. 1 mL de

sobrenadante se mezcla con 1 mL de reactivo TBA (0.67%) y la mezcla fue mantenida
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en un bafio a 100°C durante 20 min. El producto de la reaccidn se extrae y se mide
mediante andlisis espectrofotométrico (Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) a 532
nm. El ensayo se calibra usando una curva de tetraetoxipropano (TEP) (Sigma-Aldrich,

Buchs, Switzerland) como fuente de malondihaldehido (MDA).

3.3.9. OBTENCION DE MUESTRAS DE CITOSOL ERITROCITARIO,
HEPATICO, CEREBRAL Y DETERMINACION DEL CONTENIDO

PROTEICO

Se llevaron a cabo distintas centrifugaciones diferenciales para separar las
fracciones citosolicas de eritrocito, higado y cerebro de acuerdo al procedimiento
descrito previamente (DeSandro y col., 1991). Las muestras de higado y cerebro son
homogenizadas, tras la adicion de 4 mL de tampon de sacarosa en el caso de los
cerebros y tampdn sacarosa-albumina para los higados. Ambos 6rganos fueron
fraccionados con una cuchilla automética (Polytron-Vertriecb GmbH, Langwiesenweg,
Deutschland) y homogeneizados en un Poter con piston de teflon (Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach, Germany). Para la obtencion de sobrenadantes y pelet se
centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga J2-21 (Beckman, Brea,
CA, USA) a una temperatura de 4°C, los sobrenadantes obtenidos de ambos drganos
fueron filtrados con gasa y ambos centrifugados a 8000 rpm durante 20 minutos. Los
pellets obtenidos fueron guardados en hielo y oscuridad y los sobrenadantes fueron
centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos de los cuales se obtuvieron los citosoles
de cerebros e higados, los pellets obtenidos se unieron a los guardados y se
resuspendieron en 25 mL de tampon de sacarosa y centrifugados a 12000 rpm durante

10 minutos, los sobrenadantes obtenidos se desecharon dejando solamente los pellets
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para la obtencion de membranas mitocondriales de ambos Organos, que fueron
resuspendidos en 2 mL de tampon de sacarosa para luego ser homogeneizados y

congelados en sus respectivos viales a -80°C.

La fraccion citosolica de los eritrocitos se obtiene por centrifugacion diferencial
con hemolisis hipotonica, de acuerdo al método de Hanahan and Ekholm (1974),
eliminando los leucocitos mediante un lavado con tampdn isot6nico Tris a pH 7.6, con
posterior centrifugacién a 100 g a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante y la capa
superficial de células obtenidas se separan mediante una pipeta Pasteur. Este
procedimiento de lavado y eliminacion se repitié dos veces mas en cada muestra. Para
resuspender los eritrocitos lavados obtenidos, se emplea un tampdn Tris isotonico hasta
un hematocrito aproximado del 50%. A la suspension se le adiciona posteriomente
tampon Tris hipotonico de pH 7.6 en proporcion 1/5. La operacion de lavado con
tampon hipotdnico se repitid tres veces, quedando finalmente las membranas con un
ligero tono rosaceo y el sobrenadante obtenido de la hemdlisis de eritrocitos incoloro,

que corresponde a la fraccion citosolica.

La concentracion de proteina en las diferentes muestras citosélicas de determina
mediante el método de Lowry y col. (1951), que se basa en la asociacién entre las
reacciones de Biuret y de Folin, la primera caracteristica del enlace peptidico y de los
grupos fenodlicos y la segunda de la tirosina. Se toman 15 puL de muestra y se le afiaden
5 mL de reactivo de Biuret, se agita y, tras 15 minutos, se adicionan 0.5 mL de reactivo
de Folin, se vuelve a agitar y tras 20 minutos, manteniendo los tubos en ambiente

oscuro, se procede a su lectura en espectrofotometro (Thermo Spectronic, Rochester,
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NY, USA) a una longitud de onda de 640 nm. Para el célculo de concentracion
existente se emplea una curva patron con albdmina sérica.

3.3.10. GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

La actividad de esta enzima se determina a 25°C usando citosol de higado,
cerebro y eritrocito, mediante un método indirecto descrito previamente (Flohé y
Gunzler, 1984). Para la determinacion de la verdadera actividad GPx, interesa la
fraccién enzimatica, dependiente de hidroperdxidos, por lo que se debe obviar la
independiente de hidroperoxidos y la reaccion no enzimaética, en la que no interviene la
GPx. Para proceder, pues, a la determinacion se mezclan: 700 puL de tampon fosfato
potésico 0,1 M a pH 7.0 (al que se ha afiadido previamente EDTA 1 mM vy azida sodica
ImM); 100 pL de glutation reductasa (2,4 U/mL en tampodn sin azida); 100 pL de
NADPH 10 mM en una solucion de NaHCOg al 0,1%; 100 uL de glutation reducido 10
mM en tampon sin azida y 5 pL de una dilucion de citosol 90:10 (agua/citosol). Se
incuba a 37°C durante 3 minutos, tras los que se vierten en una cubeta de cuarzo de 1 ml
y se anaden 100 uL de H,O, 12 mM, que dispara la reaccion, procediéndose a la
monitorizacion espectrofotométrica (Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) del
descenso de NADPH a 240 nm durante 5 minutos, enfrentada a un blanco con un
contenido igual salvo el H,O,. Para eliminar el descenso no enzimatico se realiza otra
lectura en la que la muestra se reemplaza por tampdn, efectuandose dicha lectura frente
a un blanco sin muestra ni H,O,. El valor que se obtiene se resta del conseguido en la
determinacion descrita anteriormente, con lo que se averigua el descenso enzimatico

dependiente del peroxido.
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3.3.11. CATALASA (CAT)

La actividad de esta enzima se determina mediante el método de Aebi (1984),
monitorizando espectrofotométricamente (Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) a
240 nm la descomposicion de H,O, en H,O y O,. La técnica es la siguiente: en una
cubeta de cuarzo, a 200 pL de una dilucion del citosol en agua bidestilada (proporcion
50:950) se le afladen 1800 uL de tampdn fosfato 50 mM (KH,PO, 50 mM vy
Na;HPO4:2H,0 50 mM a pH 7.0) y 1000 uL de H,0, 30 mM, se agita y se observa el
descenso de absorbancia de H,O, a 240 nm durante 60 segundos a 20°C, frente a un
blanco realizado con 2800 pL de tampdn fosfato y 200 pL de la dilucion del citosol en
agua bidestilada. Para el célculo de unidades es recomendable el uso de una constante
de reaccion de primer orden (K), puesto que es éste el tipo de reaccion de
descomposicion del H,O, con concentraciones relativamente bajas de sustrato. Lo que
obedece al hecho de que con la formacion de complejos inactivos a las concentraciones
de H,O, de saturacién, no es posible medir la actividad enzimética a través de la

saturacion.

3.3.12. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La actividad de la SOD fue determinada usando una version ligeramente
modificada del método de Crapo y col. (1978). Este método estd basado en la inhibicion
de la reduccion del citocromo ¢ por la SOD, determinada espectrofotométricamente

(Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) a 550 nm. Una unidad de actividad SOD
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se define como la cantidad de enzima necesaria para producir una inhibicion del 50% en
la tasa de reduccion del citocromo c. La ligera modificacion introducida consiste en la
preparacion de reactivos: éstos fueron preparados en un tampén 20 nM de Na,COs/
NaHCOj3; (pH 10) en lugar de 50mM PO4K; (pH 7.8); también empleamos EDTA 1 nM
en lugar de 0.1 nM. Estas modificaciones fueron inducidas para favorecer la reaccién y

monitorizar de manera mas patente la reduccién del citocromo c.

3.3.13. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se presentan como valor medio + EEM. Para comprobar las diferencias
entre grupos (controles vs. anémicas, y contenido normal de Fe vs. sobrecarga de Fe) se
usa el test de la “t de Student” para muestras independientes. Se usa el andlisis de la
varianza (One-Way ANOVA) para comparar las diferentes dietas suministradas a los dos
grupos de animales (controles y anémicas) durante el PE. Las medias individuales se
compararon usando el test “post hoc” de Tukey, cuando los efectos principales y sus
interacciones resultaban significativas. Las diferencias son consideradas significativas para
todos los tratamientos estadisticos a un nivel de P < 0.05. Todos los andlisis se han
efectuado con el paquete estadistico “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS,

version 15.0, 2008).
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4.1. PARAMETROS HEMATOLOGICOS EN SITUACION DE ANEMIA

FERROPENICA NUTRICIONAL (PPE)

En los animales controles, todos los parametros hematolégicos estudiados
(recuento de hematies, VCM, hematocrito, plaquetas, Hb, Fe sérico, ferritina sérica,
porcentaje de saturacion de la transferrina y TIBC) estan dentro de los limites normales
(Campos y col., 1998) para esta especie al final del PPE. Sin embargo, cuando los
animales consumen una dieta con bajo contenido en Fe durante 40 dias (PPE), eran
anémicos, con una baja concentracion de Hb (P < 0.001) . Ademés, el hematocrito, el Fe
sérico, ferritina sérica y la saturacion de la transferrina eran bajos (P < 0.001), en tanto, los
niveles de plaquetas y TIBC estaban marcadamente elevados (P < 0.001) (Tabla 11),
consecuencia de la deplecién progresiva de Fe desde los depdsitos corporales (Brownlie
y col. 2002). Todo ello era de esperar y consistente con la anemia ferropénica severa
inducida experimentalmente tras 40 dias de suministro de una dieta con bajo contenido

en Fe.
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Tabla 11. Parametros hematoldgicos de ratas controles y anémicas en el dia 40 del

PPE (datos expresados como media * error estandar de la media).

Dieta
Parédmetros hematol6gicos Contenido normalen Fe  Contenido bajo en Fe
grupo control grupo anémico
Fe sérico (ug/L) 1392 £+ 121 701 +57*
Concentracion de Hb (g/L) 129.1+28 76.5+27*
Glébulos rojos (10*%/L) 7.2+0.15 6.3+0.17*
Hematocrito (%) 39.1+0.7 27.8 £0.5*
Plaquetas (10%/L) 725+24.1 1392 + 67.8*
VCM (fL) 55.7+0.2 39.1+0.6*
Ferritina sérica (ug/L) 83.1+27 50.3+1.4%*
Saturacion transferrina (%) 472 £7.2 3.8+0.3*
TIBC (pg/L) 2849 + 203 17800 + 728 *

*Valores significativamente diferentes (P < 0.001) del grupo control mediante el test de

la “t de Student”.
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4.2. PESO CORPORAL, HEPATICO, RELACION HEPATOSOMATICA Y
CONTENIDO DE HIERRO EN HIGADO EN SITUACION DE ANEMIA

FERROPENICA NUTRICIONAL (PPE)

El higado es el principal 6rgano de almacén de Fe en el organismo, y juega un
papel crucial en la homeostasis de dicho mineral. Los niveles de Fe en higado pueden ser
considerados por tanto un reflejo del estatus de Fe en el organismo (Ramm y Ruddell,

2005; Nemeth y Ganz, 2006a; Nemeth y Ganz, 2006b).

Tabla 12. Contenido de Fe en higado en el dia 40 del PPE (datos expresados como

media + error estandar de la media).

Grupo Contenido de Fe en higado
experimental (Mg/ g sustancia seca)
Controles 401.16 £ 19.43
Anémicas 284.02 £ 21.12*

*Valores significativamente diferentes (P < 0.001) del grupo control mediante el test de

la “t de Student”.

Como se puede observar en el dia 40 del PEP (Tabla 12), las diferencias entre ratas
controles y anémicas (P < 0.001) revelan que los depdsitos de Fe hepéaticos se encuentran
deplecionados, indicando que se ha alcanzado una severa ferrodeficiencia inducida por el
consumo de una dieta con bajo contenido en Fe (Nemeth y Ganz, 2006a, Nemeth y Ganz,

2006h).
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Los efectos de la anemia ferropénica nutricional tras 40 dias de suministro de una
dieta con bajo contenido en Fe sobre el peso corporal y hepéatico se muestran en la Tabla

13:

Tabla 13. Peso corporal, hepatico y relacion hepatosomatica de ratas controles y
anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados como media + error estandar de la

media).

Gruno experimental Peso corporal Peso higado Peso higado/Peso
POSXE ) (@) corporal (%)
Controles 299.5+79 7.91+0.24 2.63+0.06
Anémicas 2682+ 7.5* 7.61+£0.32 2.81 £0.09 1

1 Valores significativamente diferentes (P < 0.01) del grupo control mediante el test de
la “t de Student”.
*Valores significativamente diferentes (P < 0.001) del grupo control mediante el test de

la “t de Student”.

El peso corporal de las ratas anémicas fue significativamente menor (P < 0.001),
mientras que el peso hepatico descendio ligeramente en ratas anémicas comparadas con
las controles. Como consecuencia, la relacion hepatosomatica (peso higado/peso

corporal) fue significativamente més alta (P < 0.01) en los animales ferrodeficientes.

Las ratas en el momento del nacimiento tienen un nivel alto de Fe sérico, pero

durante las primeras semanas de vida muchos eritrocitos se hemolizan, en un proceso
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fisiologico para normalizar el elevado recuento de glébulos rojos que se presenta en este
momento y el Fe liberado, en condiciones normales, se almacena principalmente en el
higado. Ya que la leche materna es una fuente pobre de Fe, esta reserva es utilizada
durante los primeros dias de vida para ayudar a sintetizar Hb y aumentar el nimero de
glébulos rojos, hecho que se hace sumamente importante conforme el animal crece, para
satisfacer las demandas de oxigeno y el metabolismo oxidativo. El Fe de los depdsitos
corporales de un animal recién nacido, junto con la baja cantidad que suministra la leche
materna es suficiente durante un periodo corto de tiempo, pero a partir de este momento
es necesario que la dieta proporcione un nivel adecuado de Fe (lannotti y col., 2006;
Domell6f y col., 2009). En nuestro estudio, puesto que la ferrodeficiencia ha sido
inducida en las ratas en crecimiento, el exceso de Fe sérico en el momento del
nacimiento, no es almacenado en el higado, sino que es utilizado en un intento
infructuoso de replecionar los depositos corporales agotados debido al consumo de una
dieta con bajo contenido en Fe, disminuyendo por tanto el Fe almacenado en los
depdsitos corporales, intentando mantener los niveles de Fe sérico en el rango

fisioldgico.

El menor contenido de Fe en higado observado en situacion de anemia
ferropénica se atribuye a la disminucion de la hepcidina hepética descrita en esta
patologia (Theurl y col., 2009). La hepcidina es un péptido hepatico, que resulta clave
en el metabolismo del Fe. Hay varios factores que regulan la sintesis de esta hormona
peptidica. Entre los estimulos con mayor capacidad reguladora de la hepcidina destacan
la inflamacion, ciertas infecciones, demanda eritropoyética, hipoxia y de manera
especial el estatus de Fe corporal (Zang y Enns, 2009). Estudios de deficiencia de Fe

observada en ratones knockout para el gen de la hepcidina, sugieren que este péptido
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interviene regulando el almacenamiento del mineral (atenuando tanto la absorcién
intestinal de Fe como la liberacion de Fe de los macrofagos). La expresion disminuida
de la hepcidina en respuesta a la hipoxia anémica, y su expresion aumentada en ratones
y humanos con inflamacion, sugiere que esta hormona peptidica también puede
participar en la mediacién de la hipoxia y en la cascada de reguladores inflamatorios
(Nicolas y col., 2002). La hepcidina también controla los niveles de Fe directamente
actuando reciprocamente con la FPN1 (ferroportina 1), conduciendo a la internalizacién
y degradacion de la misma cuando los niveles de Fe son altos y por consiguiente
blogueando la liberacién de Fe en los sitios de almacén; hepatocitos, enterocitos y

macrofagos (Nemeth y Ganz, 2006b).

Durante la ferrodeficiencia, varios factores reguladores de la hepcidina se ven
alterados, asi aumenta la demanda eritropoyética al disminuir los parametros
hematoldgicos, hay un menor aporte de oxigeno a los tejidos y se deplecionan los
depositos corporales, alterandose el metabolismo de Fe. Todos estos hechos conducen a
una disminucion de dicha hormona, lo cual se traducira en una menor interaccién con la
FPN1 (Tselepis y col., 2010), evitando su internalizacion y degradacion, de manera que
aumenta el flujo de salida de Fe** desde los hepatocitos y consecuentemente se reduce

su deposito en dicho 6rgano.

Por otra parte, el grado de ferrodeficiencia producido por la dieta restrictiva en
Fe es lo suficientemente severo como para afectar al peso corporal, lo cual coincide con
los resultados de otros autores (Strube y col., 2002) y se puede atribuir a los menores
niveles de hormonas tiroideas encontrados en esta patologia (Beard y col., 1998). Por

otra parte, puesto que en situacion de ferrodeficiencia la hemoglobina y recuento de
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hematies se reducen, el suministro de oxigeno a las células se limita, incidiendo de
manera negativa en la sintesis de ATP y en el incremento de peso. Estos hallazgos
coinciden con los descritos por Schneider y col. (2008), quienes indicaban que en nifios
de entre 12 y 36 meses, los bajos niveles de hemoglobina perjudicaban
significativamente la ganancia de peso, explicando por tanto la asociacion encontrada en

el presente estudio entre el menor peso y la ferrodeficiencia.

A la vista de los resultados, podemos afirmar que la ferrodeficiencia severa
inducida experimentalmente provoca una deplecion de los niveles hepéaticos de Fe
debido a la disminucion de la hepcidina, junto con una ligera disminucion del tamafio
del higado, hecho que incide de manera negativa en la ganancia de peso de animales en
crecimiento, ya que la hipoxia inducida por la ferrodeficiencia limita la produccion de

ATP.

4.3. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE Y PEROXIDACION

LIPIDICA EN SITUACION DE ANEMIA FERROPENICA NUTRICIONAL (PPE)

Los mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante estudiados (GPx, CAT,
SOD), asi como el indicador de peroxidacion lipidica estudiado (TBARS) se muestran en

las Tablas 14 y 15:
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Tabla 14. CAT y GPx en citosol de higado, cerebro vy eritrocito de ratas

controles y anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados como media + error

estandar de la media).

Enzima Grupo
cerebro higado eritrocito
antioxidante experimental
CAT Controles 0.130 £ 0.025 0.330 £ 0.032 0.313 £ 0.058
(U/mL citosol) Anémicas 0.117 £ 0.036 0.265 + 0.036 0.296 + 0.034
GPx Controles 0.135£0.023 0.256 £ 0.017 0.255 £ 0.012
(mmol/mg proteina/mL) Anémicas 0.157 £ 0.022 0.278 £ 0.020 0.304 £ 0.026

Tabla 15. SOD y TBARS en plasma de ratas controles y anémicas en el dia 40

del PPE (datos expresados como media + error estandar de la media).

Grupo experimental SOD (U/mg proteina) TBARS (nmol/mg proteina)

Controles 2.62 +0.23 3.12 +0.53

Anémicas 2.36 £ 0.25 3.20+0.45

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se han encontrado diferencias
significativas en los mecanismos enziméaticos de defensa antioxidante, ni en los

procesos de peroxidacion lipidica por efecto de la ferrodeficiencia (final del PPE).

Las funciones fisioldgicas y la integridad de las estructuras celulares pueden
verse alteradas a través de la reactividad de los radicales libres. El organismo posee una
maquinaria enzimatica que trabaja eliminando y neutralizando estas especies dafiinas. El
balance entre prooxidantes y antioxidantes puede verse alterado en diversas condiciones

patoldgicas, dependiendo del estrés oxidativo producido asi como de la integridad del
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sistema de defensa antioxidante (Vives Corrons y col., 1995; Kumerova y Col., 1998;
Aslan y col., 2006). Ademas los metales de transicion, particularmente el Fe, reaccionan
con perdxido de hidrogeno en el nucleo celular generando radicales libres del oxigeno y

el consiguiente dafio de las biomoléculas (Aust y Eveleigh, 1999).

Varios autores, defienden que la actividad de la GPx en situacién de anemia es
similar a la de células normales (Acharya y col., 1991; Isler y col., 2002; Diaz-Castro y
col., 2008), lo cual coincide con los datos obtenidos en el presente estudio. EI Fe no es
la Gnica causa que puede provocar un cambio en la actividad de la GPx en situacion de
anemia ferropénica; otros minerales como Se, Cu, Zn y Mn que participan como
cofactores en las actividades de esta enzima también pueden jugar un papel importante
en la alteracion de su funcién. Las actividades de las enzimas que participan en la ruta
de las pentosas fosfato, la mayor fuente de produccién de NADPH, se ha observado que
se encontraban incrementadas en pacientes con anemia ferropénica (Macdougall, 1968).
Puesto que la actividad de la GPx depende de los niveles de NADPH producidos por la
ruta de las pentosas fosfato, esto puede explicar por que la actividad de la GPx se

encuentra dentro de los limites normales en ratas con anemia ferropénica.

Por otra parte, la drastica disminucion del Fe sérico encontrada en ratas
ferrodeficientes (final del PPE), se traduce en un menor trafico de dicho elemento en el
organismo, disminuyendo por tanto la produccion de radicales libres a traves de las
rutas de Fenton y Haber-Weiss (Tanaka y Kiyosawa, 2004), lo cual puede explicar que
la SOD se mantenga dentro de los niveles normales en el compartimento plasmatico de

los animales ferrodeficientes.
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La CAT es una enzima férrica que contiene el grupo hemo. La ferrodeficiencia
puede reducir la actividad de enzimas Fe-dependientes (Hess y col., 2002), sin embargo,
bajo nuestras condiciones experimentales, la actividad de la CAT en ratas
ferrodeficientes no se modifica con respecto a sus controles, probablemente como
resultado de un mecanismo compensatorio, en el que, a pesar de que hay menos Fe
disponible para actuar como cofactor en la molécula enzimatica, también existen menos
radicales libres que neutralizar, por lo que la actividad enzimatica neta resultante no

sufre modificaciones.

Por otra parte, la ferrodeficiencia induce a cambios en la homeostasis celular de
Fe. Un aporte insuficiente de Fe en la dieta produce un incremento en la actividad de la
proteina IRP1 hepatica, lo cual incrementa la sintesis del receptor de transferrina (TfR)
y disminuye la actividad aconitasa mitocondrial (Chen y col., 1997). La disminucién de
la actividad aconitasa mitocondrial puede prevenir la liberacion de oxidantes
procedentes de la mitocondria por disminucién del suministro de equivalentes
reductores a la cadena de transporte electronico. El flujo electrénico reducido puede ser
uno de los mecanismos por los cuales la célula se protege del estrés oxidativo en
situacion de anemia (Chen y col., 1997), por tanto la ferrodeficiencia podria ejercer un
efecto protector, evitando al menos en parte, la generacion de radicales libres y los
mecanismos de defensa antioxidante no se veian alterados en el transcurso de esta
patologia. Ademés, Cragg y col. (1998) examinaron los efectos del perdxido de
hidrogeno en células HepG2, demostrando que la sobrecarga de Fe incrementaba
enormemente el dafio oxidativo inducido por peroxido de hidrdgeno y que un quelante

de Fe (desferritiocina) ejercia un efecto protector en las células, hechos que apoyan
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nuestros hallazgos en relacion a la defensa enzimatica antioxidante en situacion de

ferrodeficiencia.

La GPx, CAT y SOD estan implicadas en la reduccion de peroxidos que pueden
dafar los acidos grasos poliinsaturados, por tanto previenen la peroxidacion lipidica asi
como la degradacién de los fosfolipidos de membrana y la consiguiente formacién de
TBARS (Meister y Anderson, 1983). Nuestros resultados acerca de los fenémenos de
peroxidacion lipidica coinciden con los de Diaz-Castro y col. (2008) quienes también
encontraron que la produccion de TBARS era similar en citosoles hepéticos de ratas
controles y ferrodeficientes, sugiriendo que la capacidad antioxidante hepética es
normal, probablemente debido al estado adecuado de la defensa enzimatica
antioxidante. Un estado antioxidante adecuado, junto con una insuficiente cantidad de
Fe disponible, puede ejercer un efecto protector en el animal, evitando la generacion de

radicales libres catalizados por Fe a traves de las rutas de Fenton y Haber-Weiss.

4.4. CONTENIDO HEPATICO DE HIERRO EN LA RECUPERACION DE LA
ANEMIA FERROPENICA NUTRICIONAL CON DIETAS BASADAS EN

LECHE CON CONTENIDO NORMAL O SOBRECARGA DE HIERRO (PE)

En el dia 70 del estudio (30 dias de suministro de dietas basadas en leche) se
aprecian diferencias significativas en el contenido de Fe hepatico (P < 0.001) (Tabla
16), siendo mayor en animales controles que en anémicos, debido a la severa
ferrodeficencia inducida en las ratas durante el desarrollo de la anemia ferropéenica
nutricional (PPE). El contenido de Fe hepatico es mayor en ratas controles ya que los

depdsitos estaban deplecionados en ratas anémicas, 1o que coincide con los resultados
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de Mufoz y col. (2009). EI menor contenido de Fe en higado, observado en situacion de
anemia ferropénica puede deberse, como se ha mencionado anteriormente, a la
disminucion de la hepcidina hepatica (Theurl y col., 2009), lo cual se traducira en una
menor interaccion con la FPN1 (Tselepis y col., 2010), evitando su internalizacion y
degradacion, de manera que aumenta el flujo de salida de Fe®* desde los hepatocitos,

reduciéndose su depdsito en dicho drgano.



Luis Javier Pérez Sanchez

Tabla 16. Contenido de Fe en higado (ug/g sustancia seca) de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de vaca

o0 cabra, con un contenido normal o sobrecarga de Fe en el dia 70 y 90 del estudio (datos expresados como valor medio + error estandar de la

media).
Dieta basada en leche de vaca Dieta basada en leche de cabra Valor de P
Dia del estudio y (ONE way ANOVA)
contenido de Fe
en ladieta Grupo Control Grupo Anémico  Grupo Control ~ Grupo Anémico  Dieta  Anemia Solc:jreecl::aerga
Dia 70 (Fe normal) 558.95+27.15b 416.92+28.15CcA 618.35+34.12a 455,12+24.15cA <0.05 <0.001
<0.001
(sobrecarga) 1000.35+36.12Ca 714.26+41.22cCA  1086.85+35.62Ca 788.15+23.02cCA  <0.05 <0.01
Dia 90 (Fe normal) 618.25+32.12a 564.22+23.19cA 625.34+32.56a 575.05+32.15A NS? <0.01
<0.001
(sobrecarga) 946.12+32.45Ca 036.12+27.85BC ~ 929.35+31.24Ca  947.22+32.05CA <0.05 <0.05

a, b Valores entre grupos de animales controles con diferente superindice mintascula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P <

0.05, mediante el test de Tukey).

A, B Valores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P <

0.05, mediante el test de Tukey).

¢ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales controles (P < 0.05, el test de la “t de Student™).
C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P < 0.05, el

test de la “t de Student”).
'No significativo.
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Los efectos de la sobrecarga a nivel hepatico se aprecian en ambos periodos 70
y 90 dias (P < 0.001) (Tabla 16), hecho que pone de manifiesto que se habia alcanzado
la sobrecarga, si bien, las diferencias en general se hacen mas acusadas al final del
estudio (dia 90), debido a la sobrecarga crénica (Feder y col., 1998; Breuer y col., 2000;
Hider, 2002; Esposito y col., 2003), la cual produce una alta expresion de la hepcidina y
hace que el Fe se acumule a nivel hepatico (Weinstein y col., 2002, Ben-Assa y col.,

2009).

Por altimo y dado que los animales han recibido dietas con contenido normal o
sobrecarga de Fe, las diferencias entre los grupos controles y anémicos desaparecen al
final del estudio (dia 90), debido a que los depdsitos han sido completamente
replecionados y la sobrecarga de Fe se ha alcanzado, por lo que los valores de Fe

hepatico son superiores a los de los normales encontrados por Campos y col. en 1998.

45. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE Y PEROXIDACION
LIPIDICA EN LA RECUPERACION DE LA ANEMIA FERROPENICA
NUTRICIONAL CON DIETAS BASADAS EN LECHE, CON CONTENIDO

NORMAL O SOBRECARGA DE HIERRO (PE)

Los datos relativos a los mecanismos de defensa antioxidante y proceso de
peroxidacion lipidica en el PE se muestran en las Tablas 17 (CAT), 18 (GPx), 19

(SOD) y 20 (TBARS).
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Tabla 17. CAT (U/mL de citosol) en higado, cerebro y eritrocito de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche

de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de Fe en el dia 70 y 90 del estudio (valor medio + error estandar de la media).

Dieta basada en leche de vaca Dieta basada en leche de cabra Valor de P
(ONE way ANOVA)
Dia del estudio y
contenido de Fe
en la dieta Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico Dieta Anemia Sobrecarga de Fe
HIGADO
Dia 70 (Fe normal) 0.216+0.036a 0.220+£0.030A 0.178+0.034a 0.182+0.040A NSt NS
NS
(sobrecarga) 0.314+0.086a 0.254+0.087A 0.206+0.021a 0.216+0.053A NS NS
Dia 90 (Fe normal) 0.257+0.027a 0.260+0.035A 0.273+0.050a 0.278+0.040A NS NS
NS
(sobrecarga) 0.320+0.033a 0.337£0.037A 0.337+0.066a 0.329+0.024A NS NS
CEREBRO
Dia 70 (Fe normal) 0.097+0.010a 0.092+0.019A 0.091+0.032a 0.089+0.019A NS NS
NS
(sobrecarga) 0.125+0.012a 0.130+0.025A 0.129+0.026a 0.123+0.032A NS NS
Dia 90 (Fe normal) 0.099+0.012a 0.101+0.021A 0.101+0.025a 0.102+0.021A NS NS
NS
(sobrecarga) 0.122+0.017a 0.118+0.010A 0.119+0.022a 0.125+£0.051A NS NS
ERITROCITO
Dia 70 (Fe normal) 0.850+0.026a 0.868+0.036A 0.681+0.036b 0.620+0.040B <0.001 NS
<0.001
(sobrecarga) 1.083+0.015Ca 0.962+0.023CA 1.075+0.032Ca 0.986+0.026CA NS NS
Dia 90 (Fe normal) 0.622+0.018a 0.595+0.017A 0.739+0.034b 0.778+0.029B <0.001 NS
<0.001
(sobrecarga) 0.977+0.020Ca 0.918+0.027CA 0.928+0.022Ca 0.869+0.015CA NS NS

a, b Valores entre grupos de animales controles con diferente superindice minuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).
A, B Valores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).
C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P < 0.05, el test de la “t de Student”).

!No significativo.
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Tabla 18. GPx (mmol/mg proteina/mL) en citosol de higado, cerebro y eritrocito de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas

basadas en leche de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de Fe en el dia 70 y 90 del estudio (valor medio + error estandar).

Dieta basada en leche de vaca Dieta basada en leche de cabra Valor de P
(ONE way ANOVA)
Dia del estudio y
contenido de Fe
en la dieta Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico Dieta Anemia Sobrecarga de Fe
HiIGADO
Dia 70 (Fe normal) 0.857+0.039a 0.822+0.037A 0.885+0.032a 0.862+0.042A NSt NS
<0.001
(sobrecarga) 0.315£0.024Ca 0.34310.032Ca 0.485+0.064Ch 0.453+0.045Chb <0.01 NS
Dia 90 (Fe normal) 0.390+0.025a 0.397+0.025A 0.369+0.015a 0.380+0.014A NS NS NS
(sobrecarga) 0.34120.024a 0.41620.023A 0.350+0.012a 0.39620.018B NS NS
CEREBRO
Dia 70 (Fe normal) 0.261+0.012a 0.242+0.017A 0.336+0.020b 0.345+0.007B <0.01 NS
NS
(sobrecarga) 0.271+0.025a 0.259+0.039A 0.335£0.029b 0.333+£0.070B <0.01 NS
Dia 90 (Fe normal) 0.371+0.026a 0.334+0.023A 0.321+0.019a 0.389+0.028A NS NS
NS
(sobrecarga) 0.342+0.023a 0.350+£0.027A 0.315+0.020a 0.349+0.014A NS NS
ERITROCITO
Dia 70 (Fe normal) 1.088+0.023a 1.175+0.023A 1.135+0.042a 1.189+0.024A NS NS
<0.01
(sobrecarga) 0.645+0.028Ca 0.860+0.020CA 1.070+0.030b 1.085+0.029B <0.001 NS
Dia 90 (Fe normal) 0.685+0.040a 0.720+0.045A 0.722+0.022a 0.715+0.024A NS NS
NS
(sobrecarga) 0.614+0.026a 0.650+£0.020A 0.745+0.019b 0.740+0.033B <0.001 NS

a, b Valores entre grupos de animales controles con diferente superindice minuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).
A, B Valores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).
C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P < 0.05, el test de la “t de Student”).

!No significativo.




Luis Javier Pérez Sanchez

Tabla 19. SOD (U/mg proteina) en citosol de higado, cerebro y eritrocito de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas

en leche de vaca o cabra, con un contenido normal o sobrecarga de Fe en el dia 70 y 90 del estudio (valor medio + error estandar de la media).

Dieta basada en leche de vaca Dieta basada en leche de cabra Valor de P
(ONE way ANOVA)
Dia del estudio y
contenido de Fe
en la dieta Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico Dieta Anemia Sobrecarga de Fe
HiIGADO
Dia 70 (Fe normal) 14.009+0.450a 13.013+0.863A 2.227+0.936b 2.810+0.292B <0.001 NSt
<0.05
(sobrecarga) 15.430+0.576a 15.366+0.335CA 3.285+0.421b 3.162+0.398B <0.001 NS
Dia 90 (Fe normal) 14.864+0.671a 13.509+0.390A 4.439+0.536b 4.334+0.3858 <0.001 NS 0001
(sobrecarga) 15.997+0.331a 15.566+0.506A 8.527+0.507Ch 8.545+0.472CB <0.001 NS
CEREBRO
Dia 70 (Fe normal) 9.320+0.418a 9.311+0.536A 2.914+0.313b 2.870+0.492B <0.001 NS
NS
(sobrecarga) 10.534+1.248a 10.544+1.142A 3.061+0.543a 3.156+0.385B <0.001 NS
Dia 90 (Fe normal) 12.357+0.866a 12.264+0.519A 8.767+0.810b 8.539+0.525B <0.001 NS
NS
(sobrecarga) 11.595+0.404a 12.745+£1.086A 8.203+0.308h 8.765+0.570B <0.001 NS
ERITROCITO
Dia 70 (Fe normal) 12.094+0.589a 10.356+0.462cA 2.823+0.484h 2.972+0.396B <0.001 <0.05
NS
(sobrecarga) 13.497+0.352a 12.836+0.452CA 3.677+0.323b 3.725+0.239B <0.001 NS
Dia 90 (Fe normal) 12.843+0.443a 12.035+0.675A 8.042+0.441b 8.636+0.331B <0.001 NS
<0.05
(sobrecarga) 17.860+0.656Ca 13.716+0.609A 8.876+0.516h 8.718+0.390B <0.001 NS

a, b Valores entre grupos de animales controles con diferente superindice mintscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).
A, B Valores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05, mediante el test de Tukey).

¢ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales controles (P < 0.05, el test de la “t de Student”).

C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P < 0.05, el test de la “t de Student”).

!No significativo.
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Tabla 20. TBARS (nmol/mg proteina) en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de vaca o cabra,

con un contenido normal o sobrecarga de Fe en el dia 70 y 90 del estudio (datos expresados como valor medio + error estandar de la media).

Dieta basada en leche de vaca Dieta basada en leche de cabra Valor de P
Dia del estudio y (ONE way ANOVA)
contenido de Fe Sob
en ladieta Grupo Control ~ Grupo Anémico  Grupo Control Grupo Anémico Dieta Anemia “° dl;elc:aerga
Dia 70 (Fe normal) 3.23+0.15a 2.95+0.23A 2.96+0.28a 3.04+0.20A NSt NS
<0.01
(sobrecarga) 5.72+0.59aC 5.25+0.16BC 3.77+0.25bC 3.95+0.39AC <0.001 NS
Dia 90 (Fe normal) 5.30+0.47a 4.99+ 0.31A 4.67+0.21a 4.59+0.18A NS NS
<0.01
(sobrecarga) 7.95+0.53aC 7.85+0.55AC 6.01+0.50bC 6.11+0.41BC <0.01 NS

a, b Valores entre grupos de animales controles con diferente superindice minascula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P <
0.05, mediante el test de Tukey).

A, B Valores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila, fueron estadisticamente diferentes (P <
0.05, mediante el test de Tukey).

C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P < 0.05, el
test de la “t de Student”.).

No significativo.
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Como resultado del metabolismo del animal, el anion superéxido (O;") es
convertido en H,O, por la ubicua enzima SOD. Posteriormente, el H,O, producida en
esta reaccion es convertida en compuestos inofensivos por la accion enzimatica de la
CAT y GPx, por tanto la SOD es la primera linea de defensa enzimatica frente a los
radicales libres (Ghone y col., 2008). La actividad aumentada de la SOD en todos los
animales alimentados con dieta basada en leche de vaca, revela que éstos muestran una
tasa de formacion de radicales superéxido (O,") mas elevada que los alimentados con
dieta basada en leche de cabra tanto con contenido normal (P < 0.001), como con
sobrecarga de Fe (P < 0.001) en todos los tejidos estudiados, lo cual indica un
incremento en la produccion de H,O, proporcional a la tasa de neutralizacion de
radicales O, (Sahin E y Gumiislii, 2007). Alférez y col. (2003) y Diaz-Castro y col.
(2009) han demostrado que el consumo de leche de cabra incrementa la
biodisponibilidad de Zn, un mineral con capacidad antioxidante (Zago y Onteiza, 2001)
y que la leche de cabra tiene una mejor calidad lipidica que la de vaca (Alférez y col.,
2001), por tanto se puede deducir la razon por la cual la produccion de radicales libres
es mas elevada cuando los animales consumen dieta basada en leche de vaca en
comparacion con la leche de cabra, hecho que se puede relacionar con la mayor tasa de
produccion de productos de peroxidacion lipidica en los animales que consumen esta
dieta, como se comentara mas adelante. También es de destacar que la anemia no tiene
efecto en la actividad de la SOD, ya que como se ha indicado en el PPE, la
ferrodeficiencia produce modificaciones en la homeostasis celular de Fe, incrementando
la actividad de la IRP1 hepatica y la sintesis del receptor de transferrina (TfR), lo cual
disminuye la actividad aconitasa mitocondrial (Chen y col., 1997), previniendo la

liberacion de oxidantes de la mitocondria por disminucién del suministro de
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equivalentes reductores en la cadena de transporte de electrones, como ya indicaron

Cheny col. en 1997.

La actividades practicamente inalteradas de la CAT y de la GPx en los animales
que consumen dieta basada en leche de vaca, indican que el incremento observado en la
SOD conduce a un aumento de la formacion de hidroperdxidos y que ambas enzimas
pueden resultar insuficientes para neutralizar y retirar esta elevada produccién de de
productos intermediarios altamente perjudiciales para la célula (Ghone y col., 2008). La
sobrecarga de Fe incrementa la produccion de especies reactivas del oxigeno, lo cual se
asocia de manera directa con los mayores niveles de SOD para contrarrestar la excesiva
produccién de O,". Los menores niveles de GPx (P < 0.001) encontrados en situacion
de sobrecarga pueden atribuirse a la utilizacion de esta enzima en la neutralizacion de la
alta tasa de radicales libres producidos en los animales alimentados con dieta basada en

leche de vaca.

El higado es un tejido particularmente susceptible al estrés oxidativo, hecho que
se refleja en el incremento de la actividad de la SOD, ya que el consumo de dietas con
elevado contenido de Fe produce sobrecarga cronica (Feder y col., 1998; Breuer y col.,
2000; Hider, 2002; Esposito y col., 2003), que se traduce en una alta expresion de la
hepcidina y hace que el Fe se acumule a nivel hepéatico (Weinstein y col., 2002, Ben-
Assa y col., 2009). Esta acumulacion hepatica de Fe promueve la generacion de
radicales libres, de manera que la sobreexpresion de la SOD estaria encaminada a

contrarrestar esta alta tasa de generacion de especies reactivas del oxigeno.
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El organismo no posee ningun medio totalmente eficaz de excretar Fe y asi la
regulacion de la absorcion de este mineral en el duodeno juega un papel critico en su
homeostasis (Siah y col., 2006). El Fe liberado a la circulacion se une a la transferrina y
es transportado a los sitios en los que es empleado (principalmente sistema eritroide) y
de depdsito (higado). Bajo nuestras condiciones experimentales, el eritrocito es un tipo
celular que dadas sus especiales caracteristicas parece afectarse por la sobrecarga de Fe.
Un incremento en la SOD es observado en el grupo control alimentado con dieta basada
en leche de vaca (P < 0.001) y una disminucién de la GPx (P < 0.001) en animales
controles y anémicos. Una vez mas, este hecho indica que el incremento observado en
la SOD induce a un aumento en la formacion de hidroperédxidos y que la CAT resulta
insuficiente para eliminar el exceso de productos intermediarios altamente perjudiciales
para la célula (Ghone y col., 2008). Los menores niveles de GPx en higado y eritorcito
pueden atribuirse a la utilizacion de esta enzima en la neutralizacion de radicales libres,
producidos en los animales alimentados con dieta basada en leche de vaca, como se ha
mencionado anteriormente. Las beneficiosas caracteristicas nutricionales de la leche de
cabra, comentadas anteriormente, pueden explicar la menor afectacion eritrocitaria por

causa de la sobrecarga de Fe en animales alimentados con esta dieta.

El Fe es un cofactor necesario en multitud de procesos metabdlicos para el
sistema nervioso central, incluyendo la fosforilacion oxidativa, sintesis de mielina,
transporte de oxigeno y es un cofactor esencial para un gran ndmero de enzimas
(Crichton 2008) incluyendo enzimas claves de la biosintesis de neurotransmisores en el
cerebro. Se han realizado importantes avances en la década pasada para comprender el
metabolismo de hierro y su homeostasis tanto a nivel celular como sistémico. Sin

embargo, el cerebro es un drgano con una constitucion Unica y particular en el
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organismo, situado detras de la relativamente poco permeable barrera hematoencefélica,
que limita el acceso de nutrientes plasmaticos, tales como el Fe (Chrichton y col.,
2010). El transporte de Fe al cerebro implica receptores de transferrina de las células
epiteliales de la barrera, aunque el mecanismo preciso aun permanece sin dilucidar
completamente. Las células endoteliales de la barrera hematoencefélica expresan
receptores de transferrina (TfR1) en la zona luminal de los capilares. Se ha comprobado
que estos receptores no tienden a incrementar su expresion en situacion de deficiencia o
sobrecarga de Fe (Moos et al. 2007), razon por la cual podemos concluir que el tejido
nervioso se afecta relativamente poco por las variaciones de Fe en el organismo, al
menos durante el tiempo de nuestro estudio, ya que como hemos podido comprobar,
estd poco afectado tanto por la sobrecarga como por la anemia a la vista de la actividad
practicamente inalterada de las enzimas antioxidantes por estos factores en los dias 70 y

90 del estudio.

Se ha encontrado un incremento en los niveles de TBARS en los animales
alimentados con sobrecarga de Fe (Tabla 20) los dias 70 y 90 del estudio, , respecto a
los que reciben una dieta con un contenido normal de Fe. La generacion de iones
superdxido (uno de los principales y mas dafiinos radicales libres) es 8 veces mayor en
situacion de sobrecarga de Fe que cuando no existe esta condicion (Scott y col., 1993).
Ademas Linpisarn y col. (1991) encontraron niveles muy elevados de TBARS en
plasma y tejidos de ratas tras una dosis Unica de Fe por via intravenosa. Posteriormente
otros autores (Vives Corrons y col., 1995) revelaron un incremento en la produccion de
TBARS después del estimulo provocado por perdxido de hidrogeno. Si se considera el
efecto del Fe como catalizador de las vias de Fenton y Haber-Weiss y su influencia en

la peroxidacion lipidica, éste es un resultado que cabia esperar. Sin embargo, el
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incremento es mas significativo en los animales que reciben la dieta basada en leche de
vaca que en los alimentados con leche de cabra (P < 0.05 para los animales alimentados
con dieta basada en leche de cabray P < 0.001 para los alimentados con dieta basada en
leche de vaca). Esta menor tendencia a la peroxidacion lipidica en los animales
alimentados con dieta basada en leche de cabra puede atribuirse a las beneficiosas

caracteristicas nutricionales de este tipo de leche.

Como se ha mencionado anteriormente, Alférez y col. (2003) y Diaz-Castro y
col. (2009) han mostrado que el consumo de leche de cabra incrementa la
biodisponibilidad de Zn en relacion a la de vaca. Esta mejora en el metabolismo del Zn
puede contribuir al efecto protector de la leche de cabra contra los fenémenos de
peroxidacion lipidica. Varios metales pueden interaccionar con Zn en los sistemas
bioldgicos y esta interaccion puede tener efectos beneficiosos, previniendo el dafio
oxidativo mediado por Fe, de particular importancia es la interaccion entre Fe y Zn ya
que éste, tiene capacidad para competir con el Fe por multiples sitios de unién a nivel
celular. EIl reemplazo de Fe por Zn puede prevenir el ciclo redox del Fe, por tanto
minimiza la tasa de oxidacion en las cercanias de los lugares de union del metal,
reduciendo la oxidacion lipidica, proteica y el dafio oxidativo causado por Fe. Ademas,
Girotti y col. (1985) mostraron que el Zn puede prevenir la oxidacion lipidica mediada
por Fe en los hematies y Zago y Onteiza (2001) que el Zn actuaba en parte compitiendo
con el Fe en estado ferroso por los sitios de union cargados negativamente en la
membrana celular. La accion competitiva del Zn por el Fe en los sitios de union
celulares es particularmente importante, teniendo en cuenta que una consecuencia de la

deficiencia de Zn es un marcado incremento en la concentracion de Fe intracelular y en
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la propia membrana, lo cual puede incrementar la generacion de radicales libres a esos

niveles, con la consiguiente induccion de la formacion de TBARS.

Por otra parte, la buena calidad lipidica de la leche de cabra puede contribuir al
efecto positivo del consumo de este tipo de leche con respecto a los fendmenos de
peroxidacion. Los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) son oxidados rapidamente
generando hidroperoxidos y especies reactivas del oxigeno. Estos productos de
peroxidacion lipidica pueden reaccionar con las biomoléculas para formar productos
derivados de eteno o malondialdehido (Fang y col., 1996; Nair y col., 1997). Ademas,
resultados de estudios animales indican que el nivel de grasa en la dieta puede tener
influencia en el dafio oxidativo del tejido hepético y en la glandula mamaria de ratas
después de 2 semanas de modificacion de la dieta (Djuric y col., 1992). Posteriores
estudios han demostrado que el incremento de la ingesta de PUFA tiene como resultado
un claro incremento en la peroxidacion lipidica (Fang y col., 1996). En este sentido,
como nuestro Grupo de Investigacion ha mostrado (Alférez y col., 2001) la calidad
lipidica de la leche de cabra es mejor que la de vaca, por ser mas rica en triglicéridos de
cadena media (MCT) y tener un mayor contenido en carnitina (Penn y col., 1987), ya
que ésta a nivel mitocondrial favorece la tasa de 3-oxidacion (Bach y Babayan, 1985),
incrementando la produccion de energia derivada de los &cidos grasos (Fushiki y col.,
1995; Van Zyl y col., 1996) y por tanto disminuye la disponibilidad de sustratos para la
peroxidacion lipidica y se reduce la produccion de radicales libres, hecho que una vez
mas puede explicar la disminucion de la formacion de TBARS en los animales que

consumen dietas basadas en leche de cabra.
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Por otra parte, podemos observar que la peroxidacion lipidica se incrementa en
el dia 90 con respecto al 70, ya que todos los procesos de peroxidacion lipidica estan
intimamente relacionados con la edad. La produccién de radicales libres, y de manera
concomitante, los procesos de peroxidacion lipidica relacionados se incrementan
conforme avanza la vida del animal (Jacob y col., 2010), hecho que explica por queé los
valores de productos de peroxidacion lipidica son mas elevados al final del PE (dia 90),
ya que en esta etapa el animal ha pasado de un estado juvenil, donde el crecimiento es muy
activo y se encuentra en fase de desarrollo fisico y mental a la etapa adulta de madurez,
donde ha cesado el desarrollo (Sisk y Zehr, 2005; McCutcheon y Marinelli, 2009).
Ademas, como era de esperar, los procesos de peroxidacion son mas acusados en
situacion de sobrecarga crénica de Fe, debido al incremento en la produccion de
radicales libres y el consiguiente ataque a los acidos grasos, generando productos de

peroxidacion (Aust y Eveleigh, 1999).
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La investigacion llevada a cabo estudia los mecanismos de defensa enzimética
antioxidante y procesos de peroxidacion lipidica, durante el establecimiento y
recuperacion de la anemia ferropénica nutricional, tras el consumo de dietas basadas en

leche de vaca o cabra, con un contenido normal o con sobrecarga cronica de Fe.

Los animales se sometieron a un PPE de 40 dias, en los que un grupo se alimenta
con dieta estandar, con un contenido normal de Fe (45 mg/Kg dieta) en el caso de los
animales controles o con bajo contenido en Fe (5 mg/Kg dieta) en los animales anémicos.
Las dietas empleadas en el PPE se han preparado con igual contenido de grasa (procedente
de aceite de oliva, 10%) y proteina (aportada por caseina, 20%). Las diferencias entre las
dietas empleadas en el PPE estan determinadas por el corrector mineral, que en el caso de
la dieta que reciben los animales anémicos, se prepara omitiendo el Fe, para inducir la
ferrodeficiencia. Tras suministrar las dietas con contenido normal o bajo contenido en Fe,
se sacrifican 10 animales por grupo para la extraccién del higado, determinacion de
indices hepatosomaticos, contenido de Fe hepético y determinacion en plasma de la
enzima SOD, junto con las especies reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS) como
marcador de peroxidacion. Ademas se determinan las enzimas CAT y GPx en citosol de

higado, cerebro y eritrocito, realizando también un estudio hematoldgico en ambos grupos.

Posteriormente, los animales se someten a un PE, en los que son alimentados con
dietas basadas en leche de vaca o cabra (elaboradas con un 10% de grasa y un 20% de
proteina, aportada por cada tipo de leche), con un contenido normal (45 mg/kg dieta) o
sobrecarga de Fe (450 mg/Kg dieta). Tras 30 y 50 dias del consumo de las dietas basadas

en leche (dias 50 y 90 del estudio), se determinan los mecanismos de defensa enzimatica
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antioxidante (SOD, CAT y GPx en citosol hepético, cerebral y eritrocitario) y productos de
peroxidacion lipidica en plasma para todos los grupos, ademas del contenido de Fe

hepético.

Tras la discusién de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes

CONCLUSIONES:

CONCLUSION PRIMERA

El consumo de una dieta con bajo contenido en Fe durante 40 dias, altera el
proceso hematopoyético, afectando a todos los parametros hematolégicos estudiados, de
manera que la Hb, recuento de hematies, VCM, hematocrito, Fe sérico, ferritina sérica 'y
porcentaje de saturacion de transferrina eran bajos, mientras que las plaquetas y TIBC
se incrementaron marcadamente, hallazgos esperados y consistentes con un severo

grado de ferrodeficiencia.

CONCLUSION SEGUNDA

La anemia ferropénica nutricional no afecta al estado antioxidante, ni a los

procesos de peroxidacion lipidica, por existir suficiente capacidad compensatoria en el

organismo para mantener las defensas antioxidantes elevadas.
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CONCLUSION TERCERA

La actividad de la enzima SOD es mas elevada en los animales que consumen la
dieta basada en leche de vaca en comparacion con los que ingieren dieta basada en leche
de cabra, debido a la intensa produccion de radicales O, en el primer grupo de
animales, incremento enzimatico compensatorio encaminado a retirar y neutralizar el

exceso de estos radicales producidos en todos los tejidos estudiados.

CONCLUSION CUARTA

El cerebro es un tejido con una constitucion Unica y particular situado tras la
barrera hematoencefalica, que limita el acceso de nutrientes, por tanto la tasa de
produccion de especies reactivas del oxigeno se afecta relativamente poco debido a las
variaciones de Fe en el organismo, mientras que el higado, por su tendencia a acumular
Fe durante la sobrecarga, es especialmente susceptible a la produccion de radicales

libres, como revelan las enzimas antioxidantes estudiadas.

CONCLUSION QUINTA

La leve modificacion de la actividad de CAT y de la GPx en los animales que
consumen dieta basada en leche de vaca, indica que ambas enzimas resultan
insuficientes para neutralizar y retirar la excesiva produccion de radicales libres en la
mayoria de tejidos estudiados. En situacion de sobrecarga de Fe los menores niveles de
GPx en hepatocito y eritrocito pueden atribuirse a la utilizacién de esta enzima en la

neutralizacion de productos intermediarios altamente perjudiciales para dichas células.
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CONCLUSION SEXTA

Los animales alimentados con dieta basada en leche de vaca presentan una
mayor formacién de productos de peroxidacién lipidica en comparacion a los que
reciben dieta basada en leche de cabra, lo cual se relaciona con el aumento de la
actividad de la SOD encontrada en el presente estudio. Ademas, la sobrecarga de Fe y el
avance de la edad del animal son factores que influyen de manera directa incrementando

los procesos de peroxidacion.

CONCLUSION GENERAL

El consumo habitual de leche de cabra, alimento natural con unas excelentes
caracteristicas nutricionales, tiene efectos positivos sobre la defensa enzimética
antioxidante, incluso en situacion de sobrecarga de Fe, hecho que incide de manera
positiva, limitando los procesos de peroxidacion lipidica. Por tanto, seria aconsejable la
inclusion en la dieta de este tipo de leche, en la poblacion general y en la afectada por
anemia ferropénica nutricional, especialmente en aquellos grupos sometidos a

tratamiento oral de Fe.
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Figura 11A. Contenido de Fe hepatico (ug/g sustancia seca) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 11B. Contenido de Fe hepatico (ug/g sustancia seca) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 12A. CAT en citosol de cerebro (U/mL citosol) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 12B. CAT en citosol de cerebro (U/mL citosol) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 13A. CAT en citosol hepéatico (U/mL citosol)

en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 14A. CAT en citosol eritrocitario (U/mL citosol) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 14B. CAT en citosol eritrocitario (U/mL citosol) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 15A. GPx en citosol de cerebro (mmol/mg proteina/mL) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 15B. GPx en citosol de cerebro (mmol/mg proteina/mL) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.

0,4
0,37

0,34 —

031 /<,

028 / / —— Control Cabra
' a4 -s— Anemica Cabra

8:52 /// Control Vaca

/// —— Anemica Vaca
0,19
VA

0,16
0,13 {
0,1 | |

dia 40 dia 70 dia 90

201



202

Apéndice de figuras

Figura 16A. GPx en citosol hepatico (mmol/mg proteina/mL) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 16B. GPx en citosol hepatico (mmol/mg proteina/mL) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 17A. GPx en citosol eritrocitario (mmol/mg proteina/mL) en los

animales alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 17B. GPx en citosol eritrocitario (mmol/mg proteina/mL) en los

animales alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 18A. SOD en citosol de cerebro (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 18B. SOD en citosol de cerebro (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 19A. SOD en citosol hepéatico (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 19B. SOD en citosol hepatico (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 20A. SOD en citosol eritrocitario (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 20B. SOD en citosol eritrocitario (U/mg proteina) en los animales

alimentados con dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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Figura 21A. TBARS (nmol/mg proteina) en los animales alimentados con dietas

basadas en leche con contenido normal de Fe.
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Figura 21B. TBARS (nmol/mg proteina) en los animales alimentados con dietas

basadas en leche con sobrecarga de Fe.
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